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RÉSUMÉ
 
Certaines études suggèrent que la forme chimique et la taille des particules de 
béryllium aient un rôle important à jouer sur sa toxicité. Le but principal du projet est 
de développer et valider des méthodes fiables, ayant des limites de détection au 
niveau d'ultra-trace, pour permettre d'analyser de faibles teneurs en béryllium dans 
différentes matrices biologiques. Cette étude s'inscrit dans un projet plus large où 
des souris ont été exposées par inhalation au Be (métal), Bea et BeAI (250 ~g/m3, 6 
h par jour, 14 jours). Les tissus et liquides biologiques suivants ont été prélevés sur 
les souris: sang, foie, poumon, rate et rein. Ils ont été digérés par une méthode, 
dans le cas des particules de Be (métal) et de BeAI, ou par une autre méthode, dans 
le cas de Bea. La méthode pour Be (métal) et BeAI consiste en une digestion 
humide avec un mélange (3:1) d'acide nitrique et perchlorique, tandis que la 
méthode pour Bea requiert l'ajout supplémentaire d'acide sulfurique. Les 
échantillons ont été analysés par ICP-MS avec le 6Li comme étalon interne. Les 
limites de détection méthodologiques ont été évaluées individuellement pour chaque 
matrice et chaque méthode. La limite de détection analytique moyenne est de 2 
pg/mL en solution, ce qui correspond à l'équivalent de 0,02 ng/g de tissus 
biologiques. Dans le sang, elle est équivalente à 0,03 ng/mL. L'exactitude des 
méthodes a été confirmée à l'aide de matériel de référence certifié. Des méthodes 
fiables ont donc été développées, validées et ont des limites de détection parmi les 
meilleures de la littérature. Ces méthodes ont été utilisées pour évaluer la 
distribution du béryllium dans les différentes matrices biologiques en fonction de 
l'espèce chimique et de la taille des particules. Tel qu'attendu, les résultats 
toxicologiques ont démontré que le taille et la nature des particules de béryllium a 
une influence sur sa distribution dans l'organisme. Les méthodes développées ont 
démontré une sensibilité adéquate pour la grande majorité des échantillons 
analysés, démontrant ainsi leur efficacité face aux objectifs désirés du projet. 
Mots clés: béryllium, digestion acide, matrice biologique, ICP-MS, ultra-trace 
INTRODUCTION
 
1.1 Propriétés et utilisation du béryllium en milieu de travail 
Le béryllium (Be) est un métal brillant gris de la deuxième famille (alcalino­
terreux) du tableau périodique. Il a un nombre atomique de 4, une masse molaire de 
9,01 g/mol, une température de fusion de 1 287 oC et un état d'oxydation de + 2 
(World Health Organization (WHO), 2001). Il a été découvert en 1798 par Louis­
Nicolas Vauquelin (Kolanz, 2001). Il est présent sous plusieurs formes, dont l'oxyde 
de béryllium (BeO), le béryllium métallique (Be (métal) ou Beo) et l'alliage béryllium­
aluminium (BeAI), qui seront à l'étude dans ce projet. Présent dans la croûte 
terrestre, sa concentration moyenne y est de 2,8 à 5,0 mg/kg et il est extrait de deux 
minéraux, soit le béryl (un aluminosilicate qui contient jusqu'à 4 % de Be) et la 
bertrandite (qui contient moins de 1% de Be). Il n'est pas présent à l'état pur dans la 
nature. En milieu industriel, le Be est principalement utilisé sous forme d'oxyde 
(15%), sous sa forme métallique (10%) et sous forme d'alliage (75%) (WHO, 2001). 
Le Be est reconnu pour accroître la dureté des alliages, leur résistance à la 
corrosion, ainsi que leur conductivité électrique et thermique. Le Be est six fois plus 
rigide que l'acier, trois fois plus léger que l'aluminium, résistant à la déformation 
thermique et à la pression, il a une capacité d'absorption de la chaleur élevée et est 
transparent aux micro-ondes ainsi qu'aux rayons-X (Institut national de santé 
publique du Québec (INSPQ), 2004; WHO, 2001). Ses nombreuses qualités 
expliquent son utilisation dans des secteurs très variés, dont l'aérospatiale, l'énergie 
nucléaire et l'armement (WHO, 2001). Au Québec, des études ont révélé qu'il y a 
plusieurs établissements où les travailleurs sont exposés au Be (INSPQ, 2004). 
D'ailleurs, Dion (Dion, 2007) a présenté lors d'une conférence des résultats d'une 
enquête sur les entreprises québécoises susceptibles d'utiliser le Be (voir figure 1.1). 
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non-ferreux (1220)
 
o Traitement des 
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o Industrie d'electrode de 
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aéronau~que(159) 
Bâton de golf (63) 
Recyclage de • Vélo de 
métal (146) compétition (15) 
o Fonderie (96) 
Figure 1.1 : Nombre d'industries répertoriées au Québec étant susceptibles 
d'utiliser le béryllium, classées par secteur d'activité (Source: Dion, 2007) 
Les applications industrielles à l'échelle mondiale peuvent être classées selon la 
spéciation de Be utilisée (INSPQ, 2004; WHO, 2001) : 
•	 Le Be (métal) est utilisé comme composant des disques à freins pour haute 
performance, dans les gyroscopes, dans l'industrie nucléaire comme 
réflecteur et modérateur de neutrons, comme fenêtre pour les tubes de 
rayons-X, ainsi que dans les systèmes optiques des satellites et dans 
l'industrie militaire (INSPQ, 2004; WHO,2001). 
•	 Le BeO, quant à lui, est utilisé dans l'industrie nucléaire et dans la fabrication 
de céramiques pour des applications diverses, dont l'automobile, les tubes à 
micro-ondes, les lasers et l'électronique, etc (INSPQ, 2004; WHO,2001). 
•	 Les alliages, principalement ceux fait à partir du cuivre, sont utilisés dans 
l'industrie aérospatiale, dans la fabrication de différents articles de sport, 
ainsi que dans les industries de l'électronique et dans la mécanique (INSPQ, 
2004; WHO,2001). 
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Bien que la source d'exposition principale soit d'origine professionnelle, il existe 
quand même un risque associé à l'exposition environnementale chez les individus 
résidant près d'usines traitant du Be, d'incinérateurs ou d'usines électriques utilisant 
du charbon ou de l'huile minérale (Apostoli et Schaller, 2001; Sanderson et aL, 
1999). Au niveau de la pollution atmosphérique, l'utilisation de combustibles fossiles 
(surtout le charbon) est responsable de 93% du Be atmosphérique, ce qui 
correspond à 187,1 tonnes par année. Le Be y est principalement rejeté sous sa 
forme oxydée. L'agence de la protection de l'environnement aux Etats-Unis (EPA, 
1987) a d'ailleurs estimé en 1987 qu'un américain moyen ingérait 423 ng de Be par 
jour et la principale source de consommation était la nourriture (WHO, 2001). 
1.2 Effets sur la santé et réglementation 
La bérylliose chronique (BC), maladie mortelle causée par le Be, a été 
diagnostiquée au Québec pour la première fois en 1998 (1 NSPQ, 2004). Depuis, 
plusieurs spécialistes se sont penchés sur la question et la norme d'exposition du Be 
et de ses composés dans l'air en milieu de travail a été modifiée, passant de 2 ~g/m3 
à 0, 15 ~g/m3 (Québec, 2008). Cependant, il est important de spécifier que cette 
norme ne tient pas compte de la forme et du diamètre aérodynamique des particules 
de Be. Au Québec, le Be et ses composés sont reconnus dans la réglementation 
comme ayant un effet cancérogène démontré chez l'humain et comme étant un 
sensibilisant provocant une réponse allergique de l'organisme. Sa recirculation est 
prohibée et l'exposition au Be doit être maintenue au minimum (Québec, 2008) 
La principale voie d'exposition au Be pour les travailleurs est l'inhalation. Il 
n'existe cependant aucune étude recensée présentant des données relatives à la 
déposition et à l'absorption du Be dans les poumons chez l'humain. Suite à 
l'inhalation, le poumon est le principal organe cible. Des études d'inhalation chez les 
animaux ont démontré que le Be cause, entre autres, la pneumonie chimique, des 
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lésions granulomateuses, des fibroses, des hyperplasies, ainsi qu'une maladie 
spécifique au Be, la bérylliose chronique (WHO, 2001). 
La première étape de la maladie est la sensibilisation au Be. Cette étape est 
mise en évidence par le test de prolifération lymphocytaire au béryllium (BeLPT) et 
ne conduit pas nécessairement à une BC. Cependant, une étude de Newman et ses 
collaborateurs (2005) démontrent que les personnes sensibilisées progressent vers 
la BC avec un taux de 6 à 8 % par année. La BC, quant à elle, est la seconde étape 
de la maladie et est caractérisée par des granulomes non caséeux, au niveau des 
poumons, formés de cellules épithélioïdes géantes et entourés par des plasmocytes, 
des lymphocytes et des fibroblastes. Cette maladie d'hypersensibilité présente les 
mêmes symptômes que la sarcoïdose et peut causer la mort. Les symptômes 
associés à la BC sont, entre autres, la toux, la perte de poids, la dyspnée, des 
douleurs à la poitrine, la fatigue et l'hypertrophie du ventricule droit du cœur. La 
réponse inflammatoire aux antigènes spécifiques pour Be a été démontrée comme 
étant un processus de médiation cellulaire impliquant les cytokines. Il n'existe aucun 
traitement à la BC, quoique l'utilisation d'un corticostéroïde comme la Prednisone 
conduit à l'amélioration de la condition physique du patient (Agency for toxic 
substances and disease registry (ASTOR), 2002; Maier, 2001; Newman et al, 2005; 
Rossman, 2001). Une susceptibilité génétique à développer la BC a été démontrée 
par de nombreuses études (WHO, 2001). 
Une étude réalisèe par Rhoads et Sanders en 1985 (présentée dans ASTOR, 
2002) a révélé que le BeO s'élimine de façon biphasique dans les poumons de rats, 
c'est-à-dire que le premier 30% de BeO est éliminé avec un temps de demi-vie de 
2,5 jours et le reste du Be (70%) est éliminé avec un temps de demi-vie de 833 
jours. Au niveau de l'organisme complet, l'élimination se fait en une seule étape 
selon une courbe exponentielle avec un temps de demi-vie de 356 jours (ASTOR, 
2002). Aller (1990) présente d'ailleurs un graphique (figure 1.2) pertinent à ce sujet: 
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Figure 1.2 : Comparaison entre les courbes de clairance pulmonaire pour 
le Be et pour les autres éléments toxiques (Source: Aller, 1990) 
Le fait que 70 % du Be soit éliminé plus lentement est expliqué selon trois 
éléments: (1) Avec le temps, les précipités dans les poumons passent de la forme 
colloïdale vers la forme cristalline et ceci réduit leur taux de solubilisation. (2) 
L'inflammation des tissus autour des particules de Be les rend moins accessibles 
pour la solubilisation. (3) La formation de liens entre le Be et les protéines 
fermement ancrées dans les tissus pulmonaires. Du point de vue du cancer du 
poumon, le fait que le Be inhalé n'est pas rapidement éliminé augmente la charge 
pulmonaire et le risque de développer un cancer. De plus, le Be est reconnu pour 
être le seul métal toxique à démontrer une forte affinité avec le noyau des cellules et 
cette affinité est à l'origine de l'activité cancéreuse du Be (Aller, 1990). 
Une étude a démontré la répartition suivante du Be dans les tissus humains: 
0,21 mg/kg dans les poumons, 0,08 mg/kg dans le cerveau, 0,07 mg/kg dans les 
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reins, 0,07 mg/kg dans la rate, 0,04 mg/kg dans le foie, 0,04 mg/kg dans les 
muscles, 0,04 mg/kg dans les vertèbres, 0,03 mg/kg dans le cœur et 0,02 mg/kg 
dans les os (ASTDR, 2002 et Meehan et Smythe, 1967). Cependant, ces données 
proviennent d'une seule étude (Meehan et Smythe, 1967) et doivent être 
considérées à titre indicatif seulement. 
1.2.1 Influence de la taille et de la nature des particules de béryllium 
Plusieurs études épidémiologiques proposent une incidence de la grosseur et de 
la spéciation des particules contenant du Be sur les effets toxicologiques associés 
au Be (Martyny et al., 2000; WHO, 2001). Selon une étude effectuée sur des 
travailleurs de l'industrie nucléaire effectuant différentes tâches, la taille des 
particules pourrait être un facteur important impliqué dans la sensibilisation au Be 
(Kreiss et al., 1993). 
Les granulomes pulmonaires associés à la BC se développent dans les régions 
d'échange gazeux du poumon. Ainsi, les particules les plus nuisibles de Be seraient 
celles de taille respirable « 5 I-lm) (Kolanz, 2001; Ratney, 2001). Une importante 
étude épidémiologique entreprise en milieu industriel utilisant le Be démontre que les 
particules ayant un diamètre inférieur à 10 I-lm ont une relation plus significative avec 
le développement de la BC que les particules totales dans l'air. Cependant, il ne 
s'agit que d'une étude préliminaire qui comporte plusieurs limitations, dont la 
petitesse du nombre d'employés échantillonnés (Kent, Robbins et Madl., 2001). Il n'y 
a qu'une faible association dose-réponse entre les mesures gravimétriques 
d'exposition et la sensibilisation au Be et c'est pourquoi plusieurs auteurs suggèrent 
de mesurer l'exposition au Be dont le diamètre se situe entre 0,01 I-lm et 5 I-lm. 
Cependant, des études toxicologiques plus poussées doivent être entreprises pour 
prouver la différence de réponse en fonction de la taille des particules (Henneberger 
et al., 2001; Kolanz, 2001; McCawley, Kent et Berakis 2001; Paustenbach, Madl et 
Greene, 2001). 
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La solubilité distincte des différentes formes chimiques du Be influence la 
rétention des particules au niveau pulmonaire. En effet, les particules peu solubles et 
de grosses tailles (plus grosses que 5 ~m) seront éliminées par l'ascenseur 
mucociliaire et les macrophages, tandis que les petites particules plus solubles 
seront dissoutes dans les fluides pulmonaires. Une étude suggère que le Bea formé 
à basse température (500 OC) serait moins persistant dans les poumons que le BeO 
formé à haute température (1000 OC), ce dernier étant beaucoup moins soluble dans 
les fluides pulmonaires. La forme plus soluble aurait une vitesse de clairance plus 
rapide dans les poumons et aurait donc une toxicité différente que la forme moins 
soluble. Tel que mentionné pour la taille des particules, des études toxicologiques 
plus poussées doivent être entreprises afin de mettre en évidence la différence de 
réponse en fonction de la nature des particules (Finch et aL, 1988; Paustenbach, 
Madl et Greene, 2001). 
1.3 Problématique de recherche 
Dans le but d'étudier la distribution du Be dans un organisme cible (ici, les 
souris) selon la taille et la nature des particules de Be, il manque des méthodes 
analytiques qui soient à la fois accessibles et spécifiques à l'analyse du Be, tout en 
démontrant une solubilisation efficace des poussières fines de Be pour les matrices 
biologiques. De plus, aucune méthode recensée (voir section 1.4) pouvant être 
appliquée sur les échantillons spécifiques à ce projet n'a été l'objet d'un processus 
de validation complet et rigoureux. Il n'existe également pas de consensus face à 
l'étalon interne qui est le plus efficace pour l'analyse du Be par ICP-MS. En ce qui 
concerne l'utilisation nécessaire de H2S04 pour les poussières de Bea (qui sera 
démontré à la section 3.1.2.2), aucune méthode efficace et accessible permettant 
l'analyse par ICP-MS des échantillons digérés pour les matrices utilisées n'a été 
trouvée dans la littérature. Les méthodes doivent donc être développées en prenant 
soin de combler tous ces besoins spécifiques au projet. 
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1.3.1 Digestion des échantillons 
Différentes méthodologies ont été développées dans le but de rendre une 
matrice biologique compatible avec les appareils d'analyse de métaux (voir 1.3.2). Il 
existe, dans la littérature moderne, une tendance vers la digestion par micro-ondes 
pour les tissus organiques et la solubilisation pour le sang. La digestion par micro­
onde a l'avantage de présenter un temps de digestion moins long que les méthodes 
traditionnelles puisque la température de digestion n'est pas fonction du point 
d'ébullition des acides utilisés (Angerer et Schaller, 2003 et Mesko et al., 2006 ). 
Cette technique est d'ailleurs utilisée dans la méthode EPA 3052 (USEPA (United 
States Environmentai Protection Agency), 1996) et par le USFWS (United Stated 
Fish & Wildlife Service) dans les méthodes analytiques 022 et 023 (USFWS, 2006) 
pour digérer les matrices à base organique. La solubilisation est utilisée, dans de 
nombreuses études, pour l'analyse de métaux dans le sang. Bien que cette 
technique soit rapide puisqu'elle ne requiert pas d'étape de digestion, elle ne permet 
pas nécessairement de solubiliser les éléments présents et elle souille l'instrument 
d'analyse, ce qui augmente le niveau d'entretien requis. (de Boer et al., 2004). 
Puisque qu'aucun appareil à micro-onde n'est disponible à l'IRSST et que la 
solubilisation des différentes espèces est un facteur déterminant pour l'étude, la 
méthode de digestion humide en milieu ouvert a été favorisée. Cette méthode, qui 
implique la destruction par oxydation de la matière organique à l'aide d'agents 
oxydants, requiert plus de vigilance de l'analyste, mais permet également l'utilisation 
de différents mélanges d'acides pour assurer une solubilisation complète de toutes 
les espèces étudiées (Angerer et Schaller, 2003). Elle est utilisée dans la méthode 
NIOSH 8005 (1994) pour digérer les tissus organiques et le sang. 
1.3.2 Analyse des échantillons 
Le tableau 1.1 présente une comparaison des techniques pour analyser les 
métaux en milieu biologique. 
: l'ri IIcipales caractéristiqu('s des techniques d' w/(/Iys(' élélllelltaire utilisécs ell biologie clillique (SAA·F : speclrolllélrie d'absorp· 
tlOlI atomtque al'ec atolllisatioll par/falltllle : 5;AA·ti: .Ipectrolllétric d'absorption atomique avec atomisatioll éleclrotherllliqu(' : /CP·AES: 
specTroméTrie d'émissio/l optique couplée à U/1. plasma illduit par haute fréquellce : /CP·MS : spcctrolllétrie dc masse couplée à UII plasma 
illduit par hautejj'ù/ucllce : LDD, LDQ : limites de détcctiou, de qualltificatio/l) 
SAA-F SAA-ET ICP-AES ICP-MS
 
Nombre global d'éléments déterminables > 6X >50 > 75 > 75
 
Nombre d'éléments avec une LDQ < 10 }lg/L 24 46 55 >60
 
Sélectivité ++++ +++++ +++ +++
 
Gamme dynamique 1<)l-I03 1<)2.103 105-IO~ log
 
LDD usuelles en biologie clinique (}lg/L) Iü-IOOU 1-50 5·50 (J,I-I U
 
Echantillon: concentration en sels dissous (gJL) 0,5·3 >30 1-30 0,1-0,4
 
Echantillon: volume minimum nécessaire (mL) 0,2 0.1·0,2 0.2-1 0.2·0,5
 
Cadence analytique ++ + +++ +++
 
Utilisation en rouline ++++ ++ +++ ++
 
Investissement financier x 0.5 x 1 x2 x4
 
Tableau 1.1 : Comparaison des caractéristiques pour quatre instruments (Source: Moesch, 2007) 
\0 
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Comme il est possible d'observer au tableau 1.1, les deux techniques de plasma 
à couplage induit (ICP) permettent l'analyse de plus d'éléments et ce avec une 
meilleure sensibilité et une cadence analytique plus élevée que les deux autres 
techniques. l'ICP-MS est cependant la seule offrant la détermination isotopique et 
une gamme dynamique beaucoup plus élevée (10B) que les autres techniques. la 
spectrométrie d'absorption atomique avec atomisation électrothermique reste 
cependant la plus sélective et celle avec le moins d'exigence pour la solution 
d'analyse (plus faible volume et accepte une concentration en sels dissous élevée). 
De tous ces appareils, l'ICP-MS est le plus onéreux (Moesch, 200?). Puisqu'il 
possède la meilleure sensibilité, l'ICP-MS sera utilisé lors de ce projet. 
1.4 Méthodes existantes pertinentes pour l'analyse du béryllium dans les 
milieux biologiques concernés 
les mèthodes de la littérature ont été choisies en fonction de leur limite de 
détection les plus basses possibles pour le Be et de leur application sur les matrices 
biologiques à l'étude, soit le sang, le foie, le poumon, la rate et le rein. 
Dans le cas des tissus biologiques, la méthode I\JIOSH 8005 (1994) est 
suggérée pour doser une large gamme d'éléments présents dans le sang (10 g) ou 
dans des tissus organiques (2,0 g). Elle procède par une digestion acide sur plaque 
chauffante utilisant 10 ml d'un mélange 3 : 1 : 1 (v/v/v) HN03 : HCI04 : H2S04 suivi 
d'une analyse par ICP-AES (plasma à couplage inductif couplé à la spectroscopie 
d'émission atomique). la solution finale est composée d'une matrice de 10 % (v/v) 
d'H2S04 et l'étalon interne suggéré est l'yttrium (Y). Verma, Ritchie et Shaw (2003) 
présentent l'utilisation d'une méthode assez rapprochée de la NIOSH 8005. En effet, 
4 ml d'un mélange 3 : 1 (v/v) HN03 : HCl04 est utilisé pour digérer 0,5 g de tissus 
organique. le volume final est de 10 ml dans une solution de 1 % HN03 et son 
analyse se fait par spectrophotométrie d'absorption atomique par four au graphite. 
Aucune limite de détection n'est présentée pour la détermination du Be. 
Il 
Engstrbm et ses collaborateurs (2004) présentent une méthode pour l'analyse de 
plusieurs éléments, dont le Be, dans plusieurs types de tissus biologiques, dont le 
poumon, le foie et le rein. la méthode procède avec une digestion par micro-onde 
avec 5 ml d'HI\103 concentré et une quantité maximale d'environ 1 gramme 
d'échantillon. le volume final de 10 ml est analysé par étalonnage interne avec 
l'indium (In) et l'appareil utilisé pour l'analyse est un ICP-SFMS (plasma à couplage 
inductif couplé à un spectromètre de masse utilisant un analyseur à secteur 
magnétique). la limite de détection est calculée (trois fois l'écart-type du blanc) à 
partir de 11 blancs de digestion dilués 100 fois et la valeur rapportée est de 60 pg/g, 
donc d'environ 6 pg/ml à la lecture instrumentale. 
Une autre méthode recensée (Chiarappa-Zucca et al., 2004) présente des 
limites de détection extrêmement basses en utilisant la spectrométrie de masse à 
accélérateur (AMS). Cette technique est utilisée pour déterminer le rapport 
isotopique 1oBe/9Be dans plusieurs petites quantités d'organes (-200 mg), dont la 
rate, le rein, le foie et le poumon. la limite de détection est calculée dans des tissus 
contrôles et est de 0,8 amol de 1°Be. Ainsi, la plus petite quantité pouvant être 
déterminée est d'environ 2 pg de Be/g de foie de souris. l'analyse est faite en état 
solide. Calculée pour le foie, la variation intra-échantillon est de 12 % (n=10) et la 
variation inter-échantillon est de 27 % (n=10). Cette méthode n'est cependant pas 
applicable dans le cas présent car 10Be est un radio-isotope non disponible 
commercialement et il n'y a pas d'AMS disponible pour réaliser ce projet. Cette 
méthode est présentée car elle est la méthode la plus sensible recensée pour 
l'analyse du Be en milieu biologique (Chiarappa-Zucca et al., 2004). 
Dans le cas des échantillons sanguins, une méthode proposée par Delves 
(1999) consiste en une dilution 1 : 20 du sang avec NH40H, (NH 4hH2EDTA et le 
triton X-100 pour un volume final de 10 ml. le I\lH40H lyse les cellules rouges, le 
(NH 4 hH 2 EDTA garde les ions métalliques en solution et le triton X-100 dissout les 
membranes. l'analyse se fait par ICP-MS et les étalons internes utilisés sont le Li ou 
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le Sc. la récupération à partir d'échantillons sanguins fortifiés en Be est de 100 % 
(n=4) si le Sc est utilisé comme étalon interne et de 99,8 % (n=4) dans le cas du li. 
la réplicabilité moyenne est de 2,5 % et la répétabilité est de 6,0 % (n=1 0). la limite 
de détection instrumentale est de 0,2 ng/ml, calculée à partir de trois fois l'écart­
type de blancs. Une autre méthode (Heitland et Kaster, 2006) consiste en une 
dilution de 0,5 ml de sang avec le triton X-100 et le NH4 0H pour un volume final de 
5 ml. l'analyse se fait par ICP-MS (avec cellule de réaction) en utilisant le terbium 
(Tb) comme étalon interne. la récupération du matériel de référence est de 110 %, 
avec une réplicabilité de 2,5 % et une répétabilité de 13,4 %. la limite de détection 
instrumentale est de 2,4 pg/rnl. 
De Boer et ses collaborateurs (2004) ont publié une méthode multi-élémentaire 
d'analyse du sang qui fait appel à une méthode de dilution 1 : 10 du sang avec 
HN03 et triton X-100. l'analyse se fait par ICP-MS avec simple quadripôle. l'étalon 
interne utilisé est le 72Ge et la limite de détection rapportée est de 0,3 ng/ml, 
calculée à partir de trois fois l'écart-type de blancs avec une correction pour les 
interférences spectrales résiduelles. l'exactitude mesurée par du matériel de 
référence certifié est de 108 ± 12 % (n=38). Une méthode proposée par Goullé et 
son équipe (2005) fait état d'une préparation comparable, mais en ajoutant du 
butanol à la solution de dilution (avec HN03 et triton X-100) pour un volume final de 
4 ml pour 0,4 ml de sang. l'analyse est également faite par ICP-MS et l'étalon 
interne utilisé est le rhodium (Rh). la limite de détection rapportée est de 0,042 
ng/ml, la réplicabilité est de 2,61 % et la répétabilité est de 2,78 %. 
Une autre méthode proposée par Rodushkin et son équipe (2000) analyse 
plusieurs éléments, dont le Be, par ICP-SFMS. la méthode de préparation proposée 
consiste en une digestion micro-onde de 1 ml de sang avec 1,5 ml de HN03 
concentré pour un volume final de 10 ml. la limite de détection méthodologique 
obtenue en utilisant l'indium (In) comme étalon interne est de 0,014 ng/ml. 
l'exactitude n'a pas été calculée pour le Be et la répétabilité est rapportée comme 
étant meilleure que 10 %. 
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Parmi les méthodes recensées, il y a un manque d'informations en ce qui 
concerne la capacité des méthodes à solubiliser les différentes espèces chimiques 
de Be. En plus, les méthodes utilisant la digestion par micro-ondes ne sont pas 
applicables pour ce projet puisque cet appareil n'est pas disponible à l'IRSST. Il n'y 
a aussi pas de consensus au niveau du choix de l'étalon interne et aucune méthode 
applicable n'a fait l'objet d'un processus de validation rigoureux de la précision et de 
l'exactitude afin de s'assurer de la justesse et de la fidélité des résultats obtenus. 
1.5 Objectifs de cette étude 
Tel que mentionné à la section 1.3, il Ya un manque à combler dans la littérature 
face aux développements de méthodes analytiques, ayant fait l'objet d'un processus 
de validation complet et rigoureux, pour étudier la distribution du Be dans des 
matrices biologiques. 
Les objectifs principaux de l'étude sont: 
•	 De développer et valider des méthodes ayant des limites de détection au 
niveau d'ultra-trace pour permettre d'analyser la faible teneur en Be dans 
différentes matrices biologiques; 
•	 D'appliquer ces méthodes sur les échantillons de souris exposées aux 
poussières respirables « 5 ~m) et totales de Be (métal), de BeO et de BeAI. 
Les caractéristiques requises pour les méthodes développées sont: 
•	 Que les limites de détection soit les plus basses possibles, donc avec le 
meilleur rapport signal/bruit; 
•	 Que la méthode soit la plus exacte et précise possible; 
•	 Que la méthode soit fiable et spécifique au Be; 
•	 Que les interférences soient minimales. 
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Les objectifs opératoires sont: 
•	 D'optimiser la digestion des échantillons de façon à obtenir une matrice 
compatible avec le systéme d'introduction de l'ICP-MS et à minimiser les 
interférences non-spectroscopiques; 
•	 De s'assurer que la méthode de digestion solubilise complètement les 
différentes particules de Be utilisées (Be (métal), Bea et BeAI) 
•	 D'optimiser l'analyse par ICP-MS de façon à obtenir la plus haute sensibilité 
et stabilité possible; 
•	 D'évaluer l'étalon interne le plus compatible avec les méthodes développées; 
•	 De corriger les effets d'interférences causèes par l'utilisation de H2 S04 ; 
•	 De valider chaque méthode développée selon les critères du guide de 
l'IRSST (IRSST, 2üü6a), qui s'inspire d'organismes internationaux reconnus 
tel que NIOSH, ISO, OSHA et le CEAEQ. 
CHAPITRE Il 
MATÉRIEL ET MÉTHODES
 
2.1 Provenance et conservation des échantillons biologiques 
2.1.1 Animaux exposés aux poussières de béryllium 
Les échantillons dont l'analyse requiert le développement d'une méthode 
analytique proviennent de souris mâles (C3H/HeJ) âgées de neuf semaines (The 
Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), qui ont été exposées aux fines particules de 
Be. Des études récentes démontrent que la souris est un modèle animal 
ressemblant à l'humain, du point de vue de la BC, de l'influx de lymphocytes T CD4+ 
dans les poumons, de la sensibilisation des lymphocytes T au Be, de l'inflammation 
interstitielle et de la formation de granulomes (ASTOR, 2002). 
Ce mémoire fait partie d'un projet global ayant comme titre l'<<Évaluation de la 
toxicité du Be en fonction de la forme chimique et de la taille des particules» (Zayed 
et al., 2004). Le projet global se base sur l'hypothèse principale que «les différentes 
formes chimiques de Be et les morphologies variables de ses particules ne 
représentent pas le même risque potentiel». Une conclusion souhaitée du projet est 
de démontrer que la norme devrait tenir compte de la forme chimique et de la taille 
des particules de Be. 
Pour se faire, les souris ont été exposées au laboratoire d'inhalation de 
l'Université du Québec à Montréal. Séparées en groupe de 35 individus, les souris 
ont été exposées durant quatorze jours, à raison de six heures par jour, pendant 
trois semaines. Chaque groupe était exposé à une des particules de taille (respirable 
( < 5 ~m) et totale) et de nature (Be (métal), BeO et BeAI) différentes. L'exposition 
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aux poussières sèches était à un niveau cible de 250 ~g/m3 de Be. Cette 
concentration étant nécessaire pour observer une augmentation de l'activité des 
cellules T dans le court laps de temps d'exposition au Be (Stiefel et al., 1980). Après 
sacrifice des souris, les organes (foie, poumon, rate et reins) et le sang sont 
prélevés et envoyès au laboratoire de l'IRSST dans le but d'être analysés selon les 
méthodes développées dans ce mémoire. Le tableau 2.1 présente les données 
relatives à l'exposition des souris. 
Tableau 2.1 : Données concernant l'exposition des souris 
.• 
Nature des Taille des particules' Concentration de l'exposition ii 
particules (jJm) (jJg/m3 ) 
4 1 iii
, 285 ± 57 
Be (métal) 
1,5 iv 252 ± 64 
0,4 v, vi 268 ± 47 
BeO 
0,4 v, vii 247 ± 29 
649 iii , 276 ± 35 
BeAI 
437 iv 242 ± 45, 
i : Diamètre moyen aérodynamique 
ii : Mesuré par ICP-MS 
iii: Dans ce mémoire, ces particules sont nommées: «Taille totale» 
iv: Dans ce mémoire, ces particules sont nommées: «Taille respirable» 
v : Dû à une erreur du fournisseur, seulement une taille de particule a été 
utilisée, mais sur deux groupes distincts 
vi: Dans ce mémoire, ces particules sont nommées: «Groupe 1» 
vii: Dans ce mémoire, ces particules sont nommées: «Groupe 2» 
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2.1.2 Échantillons utilisés pour l'optimisation et la validation des méthodes 
À moins d'indication contraire, le sang utilisé pour le développement et la 
validation des méthodes provient de volontaires humains non exposés au Be. Les 
reins (Super C, Longueuil, Oc) et les foies (Provigo, Montréal, Oc) proviennent de 
porcs. Les rates et les poumons proviennent de rats mâles de souche Sprague­
Dawley pesant entre 150 et 200 grammes (Charles River Canada Inc., Saint­
Constant, Oc). À moins d'indication contraire, les matrices utilisées pour 
l'optimisation et la validation des méthodes sont le rein de porc et le sang humain, 
puisque ces matrices étaient disponibles en quantité suffisante pour effectuer toutes 
les étapes. 
2.1.3 Conservation des échantillons 
Le sang hépariné et les organes sont conservés à -70 oC dans des tubes en 
polyéthylène, jusqu'au moment de leur digestion. 
2.2 Produits chimiques 
Les poudres fines de béryllium métallique (99,10 %), d'oxyde de béryllium grade 
UOX (99 %+) et d'alliage composé de béryllium et d'aluminium (62,3 % de Be et 
37,18 % de AI, donc une formule chimique de Be5AI) utilisées pour l'exposition des 
souris et pour les essais de solubilisation proviennent tous de Brush Wellman 
(Elmore, Ohio). Les solutions étalons de béryllium (1 000 mg/L) de grade Claritas 
utilisées pour les courbes d'étalonnage proviennent de Spex Certiprep (Metuchen, 
NJ) et celles utilisées pour les solutions de contrôle de qualité (10 mg/L) proviennent 
de SCP Plasma Cal (Baie d'Urfé, Oc). Le matériel de référence certifié «SeronormMC 
Trace elements whole blood L-2» provient de Accurate chemical & scientific corp. 
(5,9 ± 0,5 ~g/L en Be, Westbury, NY) et les matériels de vérification inter-laboratoire 
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(Lot QMEQAS07B-03 à 0,950 ± 0,159 jJg/L en Be, lot QMEQAS06B-02 à 1,74 ± 0,29 
jJg/L en Be et lot QMEQAS06B-OS à 4,43 ± 0,44 jJg/L en Be) proviennent de l'institut 
national de santé publique (INSPQ, Québec, Qc). 
Les solutions nécessaires à la préparation de la solution d'optimisation 
journalière de l'ICP-MS (Barium 1 000 mg/L, Béryllium 1 000 mg/L, Cérium 10 mg/L, 
Cobalt 1 000 mg/L, Indium 10 mg/L, Magnésium 1 000 mg/L, Plomb 1 000 mg/L, 
Thorium, 1 000 mg/L et Uranium 1 000 mg/L) sont toutes de grade Claritas et 
obtenues de Spex Certiprep (Metuchen, NJ). 
L'acide nitrique de grade Optima (70% m/m, Fisher Scientific, Ottawa, ON) utilisé 
pour les digestions, pour les solutions de dilution, pour les solutions d'étalon interne 
et pour les solutions de rinçage est utilisé sans aucune autre purification. C'est 
également le cas pour l'acide sulfurique de grade Optima (95% m/m, Fisher 
Scientific, Ottawa, ON) utilisé pour les digestions, pour les solutions de dilution, pour 
les solutions d'étalon interne et pour les solutions de rinçage lors des digestions 
spécifiques à BeO. L'acide perchlorique de grade «Trace metal analysis» (70% m/m) 
utilisé pour les digestions provient de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ). Le Triton X-100 
de grade Sigma Ultra provient de Sigma- Aldrich (St-Louis, MO). Le chlorure de 
sodium grade ACS utilisé pour la solution physiologique provient de Fisher Scientific 
(Ottawa, ON). L'isopropanol grade A.C.S. utilisé pour préparer les suspensions de 
BeO provient de chez Fisher Scientific (Ottawa, ON). L'argon liquide utilisé pour le 
fonctionnement de l'ICP-MS est d'une pureté supérieure à 99,99 % (Les gaz 
spéciaux MEGS Inc., St-Laurent, Qc). Sauf indication contraire, l'eau utilisée lors des 
différentes étapes de la méthode est purifiée avec un système Milli-Q Element A-10 
(Millipore, Billerica, MA). 
Les produits suivants sont utilisés dans le développement de la méthode 
analytique, mais ne sont pas retenus dans la méthode finale: Acide chlorhydrique 
grade optima (35 % m/m, Fisher Scientific, Ottawa, ON), peroxyde d'hydrogène 
grade suprapur (30 % m/m, EI\t1D chemicals inc., Gibbstown, NJ), «Internai standard 
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mix Li6 (enriched 95 %), Sc, Ge, Y, ln, Tb and Bi» (10 mg/L, Spex Certiprep, 
Metuchen, NJ) et une solution commerciale de Sc (10 mg/L, Spex Certiprep, 
Metuchen, NJ). 
2.2.1 Santé et sécurité relative à l'utilisation de l'acide perchlorique et du 
béryllium 
En raison des dangers reliés à la formation possible de perchlorate dans les 
pièces contenant du fer (Angerer et Schaller, 2003), toutes les digestions impliquant 
l'utilisation du HCI04 sont réalisées sous une hotte en plexiglas spécialement 
conçue pour les digestions. En plus, par souci environnemental, toutes les vapeurs 
acides sont traitées par jet d'une solution aqueuse basique. 
Les manipulations des poussières sèches de Be doivent se faire sous une hotte 
avec filtration d'air HEPA. Également, l'analyste doit porter un masque avec filtre 
P100 et un sarrau jetable. Durant les différentes manipulations, l'air est prélevé à 
l'aide de cassette 37 mm avec une ouverture de 4 mm (filtre ECM (esters de 
cellulose mélangés)) et la concentration de Be y est déterminée par ICP-MS. Des 
frottis avec chiffon humide sont également effectués à des endroits stratégiques 
pour vérifier la contamination en Be des surfaces de travail. 
2.3 Protocole des méthodes analytiques 
2.3.1 Lavage, décontamination et choix de la verrerie 
La verrerie est nettoyée et décontaminée selon les protocoles standards de 
l'IRSST (IRSST, 2006b). La verrerie est d'abord nettoyée avec un détergent, puis est 
rincée à l'eau déminéralisée avant d'être transférée dans des bacs contenant une 
solution à 20 % (v/v) HN03 pour une période de 12 heures, pour fins de 
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décontamination. la verrerie est ensuite rincée trois fois à l'eau déminéralisée. 
Immédiatement après utilisation, la verrerie est plongée dans une solution environ 1 
% (v/v) de détergent jusqu'à son nettoyage selon les étapes énumérées 
précédemment. 
lorsque les ballons doivent être réutilisés pour contenir exactement la même 
solution étalon, ils sont rincés plusieurs fois avec une solution 5 % (v/v) HN03 et de 
l'eau. À moins d'indication contraire, toute la verrerie utilisée est en polyéthylène, 
sauf les béchers de 50 ml pour la digestion, qui sont en PyrexMC. les pièces de 
l'ICP-MS nécessitant un nettoyage sont entretenues selon les directives de Perkin 
Elmer. (Perkin Elmer, s.d.) 
2.3.2 Préparation des échantillons 
2.3.2.1 Nettoyage et préparation des tissus 
les échantillons de tissus organiques (foie, poumon, rate et rein) sont 
décongelés la veille de la digestion au réfrigérateur à 4 oC. Ils sont ensuite rincés 
avec une solution physiologique (isotonique) de chlorure de sodium 0,9 % (mlv) et 
épongés délicatement avec un papier de laboratoire. les tissus de souris sont 
digérés dans leur entièreté pour s'assurer qu'il n'y a pas de problème d'homogénéité 
dans l'organe. Puis, chaque organe est transféré et pesé (Balance AG 204, Mettler 
Toledo, Columbus, OH) dans un bécher pré-taré pour la digestion. 
2.3.2.2 Préparation des échantillons sanguins 
les échantillons sanguins sont décongelés la veille de la digestion au 
réfrigérateur à 4 oC. le volume requis (maximum de 1 ml) de sang pour la digestion 
est pipeté et transféré dans un bécher pour la digestion. 
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2.3.3 Méthode de digestion des échantillons 
la première partie de la méthode requiert la destruction complète des matrices 
organiques et la solubilisation des particules solides avant de procéder à l'analyse. 
En effet, l'analyse ne peut se faire sur la matière solide selon les techniques 
utilisées, il est donc important d'obtenir un mélange homogène et liquide pour les 
étapes subséquentes d'analyse. Bien qu'il n'y ait pas d'interférence chimique sur les 
isotopes analysés (9Be et étalon interne), des interférences physiques peuvent avoir 
lieu si la solution d'analyse est trop chargée. En effet, !'ICP-MS ne peut supporter 
plus de 0,5 % (Perkin Elmer, s.d.) de matières totales dissoutes pour assurer une 
bonne qualité des résultats. Face à ce problème, la digestion en milieu humide est 
avantageuse du point de vue chimique, car elle implique une destruction de la 
matière organique à l'aide d'un ou de plusieurs agents oxydants formant ainsi des 
produits de réaction rejetés dans l'air (sous forme de composés volatils tel que CO2. 
S02 et NOx) donc hors de la solution d'analyse. les métaux dissous, quant à eux, 
sont en solution sous la forme ionique de composés solubles pour leur analyse 
subséquente dans une matrice compatible avec !'ICP-MS. Cette technique est 
reconnue pour minimiser les pertes d'échantillon dues à leur adsorption sur les 
parois du bécher. Cependant, une supervision constante de la réaction est requise 
pour éviter une contamination inter échantillon due aux possibles éclaboussures et 
une attention particulière doit être portée au choix de la pureté des acides utilisés 
pour éviter une contamination non désirée (Angerer et Schaller, 2003). la digestion 
par micro-ondes est évitée car elle n'est pas assez efficace pour solubiliser 
complètement toutes les tailles de particule de Be (Stefaniak et al., 2006). 
2.3.3. 1 Essais de méthodes de digestion 
Plusieurs réactifs de digestion ont été testés sur le rein de porc en suivant un 
protocole général. le protocole employé est le suivant: les échantillons préparés 
selon 2.3.2 sont placés sous la hotte à acide perchlorique. Un volume de 6 ml de 
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réactifs de digestion (voir tableau 2.2 sous la colonne «réactifs de digestion») est 
ajouté à chacun des bécher. les béchers sont chauffés (voir tableau 2.2 sous la 
colonne «température de digestion (oC)>» avec une agitation mécanique constante 
de la plaque (SCl Medtech, Montréal, Qc). lorsqu'il y a effervescence de la solution 
dans les béchers, ils sont retirés de la plaque pour une période de trente minutes. 
Aprés ce délai, ils sont remis sur la plaque et la digestion continue, avec agitation 
mécanique constante. Si la solution dans les béchers n'est pas complètement 
limpide lorsqu'il reste environ 1 ml d'acide, 3 ml de HN03 concentré sont ajoutés 
aux béchers. Cet ajout est repris jusqu'à obtention d'une solution limpide. lorsque la 
solution claire est obtenue, elle est laissée sous le chauffage et agitation constante 
pour terminer l'évaporation à sec de la solution acide. le résidu est ensuite remis en 
solution avec une solution de HN03 1 % (v/v) et transféré dans une éprouvette 
jetable en polyéthylène identifiée en prenant soin de bien rincer quantitativement le 
bécher trois fois. l'éprouvette est ensuite jaugée à 10 ml lorsque la solution est à la 
température de la pièce. Au besoin, l'échantillon est filtré avec une seringue à 
embout filtrant (Millex-HV, hydrophilic PVDF 0,45 /-lm, de la compagnie Millipore, 
Billerica, MA) dans une autre éprouvette jetable en polypropylène (Sarstedt AG & 
Co., Nümbrecht, Allemagne). les résidus post-évaporation sont évalués 
qualitativement avant et après la dissolution avec 10 ml d'HN03 1 % (v/v). 
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Tableau 2.2 : Conditions de digestion à l'essai 
sur le rein de porc 
Température 
Réactifs de digestion de digestion 
(Cr 
HN03 concentré 150 
HN03 / H20 2 (4: 1) 150 
HN03 / H20 2 (5 : 2) 150 
HN03 / H20 2 (5: 1) 175 
HN03 / HCI04 (4 : 1) 150 
HN03 / HCl04 (3 : 1) 175 
HN03 / HCI04 / H2S04 (6 : 2 : 1) 195 
i : Température à la surface de la plaque chauffante 
2.3.4 Vérification de la solubilité des poudres de béryllium 
2.3.4.1 Pour les poudres de Be (métal) et de l'alliage BeAI 
Des quantités d'environ 100 IJg de poudre fine de Be (métal) ou d'environ 140 IJg 
de poudre fine de l'alliage BeAI sont précisément pesées sur des filtres ECM (esters 
de cellulose mélangés, diamètre de 37 mm et porosité de 0,8 IJm, de la compagnie 
SKC Inc., Eighty Four, PA) avec une micro-balance (précision de ± 2 IJg, Balance 
MT5, Mettler Toledo, Columbus, OH) et transférées dans des béchers de digestion. 
Une masse de rein d'environ 400 mg est ajoutée aux béchers et la procédure de 
digestion optimale évaluée selon la section 2.3.3.1 est effectuée. La seule exception 
est que l'échantillon est dilué pour se situer à l'intérieur du domaine d'application de 
la méthode (voir section 2.3.5.7). 
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2.3.4.2 Pour les poudres de BeO 
2.3.4.2.1 Sans la présence de tissus 
Dans le but de vérifier rapidement et efficacement plusieurs méthode de 
solubilisation compléte des poudres fines de BeO, qui est seulement partiellement 
soluble dans plusieurs mélanges acides, la pesée est simplifiée en préparant les 
échantillons de BeO à partir d'une suspension. Une suspension est également plus 
sécuritaire, car elle réduit la manipulation de poudre sèche qui représente un danger 
plus important pour la santé (Stefaniak et aL, 2006). Pour ce faire, environ 0,13 
gramme de BeO est pesé précisément directement dans un ballon de 1 l en 
PyrexMC. Un agitateur magnétique est ensuite ajouté après avoir complété le volume 
au trait de jauge avec de l'isopropanol. Il est important pour la conservation de 
l'échantillon de toujours agiter modérément la suspension pour éviter d'avoir un 
dépôt de poudre. l'utilisation de suspension dans un alcool aliphatique (propanol) 
pour mesurer des quantités de poudre de Be a déjà été utilisée dans la littérature 
(Stefaniak et al., 2006). lors des essais de solubilisation, un volume de 1 ml de la 
suspension est prélevé au milieu du ballon avec une pipette volumétrique en verre 
de 1 ml et transféré dans un bécher de digestion. la pipette est ensuite rincée 
soigneusement avec de l'isopropanol dans le bécher. les échantillons ainsi préparés 
sont laissés sous une cage en plexiglas durant trois jours entiers pour assurer 
l'évaporation complète de l'isopropanol, car le HCI04 réagit violemment avec ce 
dernier (Angerer et Schaller, 2003). les échantillons sont ensuite soumis à une des 
trois méthodes de solubilisation suivantes: 
Méthode de solubilisation no. 1 : Sous la hotte mentionnée en 2.2.1, un volume 
de 6 ml d'une solution contenant trois portions de volume de HN03 
concentré pour une portion de volume de HCI04 concentré est ajouté à 
chacun des béchers. Ces derniers sont chauffés à une température de 
surface de la plaque comprise entre 170 Oc et 185 Oc avec agitation 
mécanique constante. lorsque l'évaporation de la solution acide est à 
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quasi-sec, ajouter un autre 6 ml de la solution acide trois pour un et 
recommencer les étapes de chauffage. Reprendre encore une fois les 
étapes d'ajout et de chauffage jusqu'à évaporation complète de la 
solution acide. les échantillons sont ensuite dissous avec HN03 1 % 
(v/v), transférés dans un ballon jaugé et dilués avec HN03 1 % (v/v) pour 
se situer à l'intérieur du domaine d'application de la méthode (voir section 
2.3.5.7). 
Méthode de solubilisation no. 2 : Sous la hotte mentionnée en 2.2.1, un volume 
de 6 ml d'une solution contenant trois portions de volume de HN03 
concentré pour une portion de volume de HCl04 concentré est ajouté à 
chacun des béchers. Ces derniers sont chauffés à une température de 
surface de la plaque comprise entre 170 Oc et 185 Oc avec agitation 
mécanique constante. lorsque l'évaporation de la solution acide est 
quasi-complétée, ajouter 3 ml d'HCI concentré et chauffer les béchers 
jusqu'à évaporation complète de la solution acide à une température de 
surface de la plaque comprise entre 170 Oc et 185 Oc avec agitation 
mécanique constante. les échantillons sont ensuite dissous avec HN03 1 
% (v/v), transférés dans un ballon jaugé et dilués avec HN03 1 % (v/v) 
pour se situer à l'intérieur du domaine d'application de la méthode (voir 
section 2.3.5.7). 
Méthode de solubilisation no. 3 : Sous la hotte mentionnée en 2.2.1, 1 ml de 
H2S04 concentré et 6 ml d'une solution contenant trois portions de 
volume de HN03 concentré pour une portion de volume de HCI04 
concentré sont ajoutés à chaque bécher. Ces derniers sont chauffés à 
une température de surface de la plaque comprise entre 170 Oc et 185 Oc 
avec agitation mécanique constante. lorsqu'il reste environ 1 ml dans 
les béchers, la solution est chauffée à une température entre 195 Oc et 
210°C avec une agitation mécanique constante pour terminer 
l'évaporation à quasi-sec de la solution acide. les échantillons sont 
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ensuite dissous avec de l'eau, transférés dans un ballon jaugé et dilués 
avec HN03 1 % (v/v) pour se situer à l'intérieur du domaine d'application 
de la méthode (voir section 2.3.5.7). 
2.3.4.2.2 Avec présence de tissus 
Des quantités d'environ 260 I..lg de poudre fine de BeO sont précisément pesées 
sur des filtres ECM avec une micro-balance (avec une précision de ± 2 I..lg) et 
transférées dans des béchers de digestion. Une masse de rein d'environ 400 mg est 
ajoutée aux béchers et la procédure de digestion est réalisée selon la procédure 
optimale déterminée en 2.3.4.2.1. La seule exception est que l'échantillon est dilué 
pour se situer à l'intérieur du domaine d'application de la méthode (voir section 
2.3.5.7). 
2.3.5 Méthode d'analyse 
L'analyse est faite par spectrométrie de masse avec plasma à couplage inductif 
(ICP-MS). L'ICP-MS a été utilisé parce qu'il est l'appareil d'analyse inorganique 
disponible commercialement qui offre la meilleure sensibilité analytique pour une 
large gamme d'éléments. Un des avantages de la torche plasma est qu'elle permet 
l'atomisation et ensuite l'ionisation des éléments présents dans l'échantillon (de 
Hoffman et Stroobant, 2005). Ainsi, les ions 9Be+ et ceux de l'étalon interne seront 
formés, puis séparés par l'analyseur du spectromètre de masse avant d'être 
quantifiés par le détecteur. Le profil observé sur le spectre de masse présentera 
ainsi deux signaux d'intérêt bien résolus au rapport m/z de l'étalon interne et à m/z = 
9 (9Be). La figure 2.1 présente les différentes composantes du système utilisé. 
L'analyse du Be par ICP-MS présente deux défis de taille du point de vue analytique 
dus à la faible masse molaire et au potentiel d'ionisation élevé du Be. L'optimisation 
instrumentale sera donc un élément important avant d'entreprendre les analyses. Il 
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est reconnu dans la littérature que les limites de détection des méthodes utilisant 
l'ICP-MS sont jusqu'à trois ordres de grandeur meilleures que celles utilisant la 
spectroscopie d'absorption atomique électrothermique, donc trés adéquat pour les 
faibles concentrations d'éléments retrouvées en milieu biologique (Begerow, Turfeld 
et Dunemann, 2000). L'ICP-MS est maintenant très répandu en biochimie clinique 
en raison de ses qualités exceptionnelles, dont sa grande sensibilité, sa capacité à 
doser simultanément plusieurs isotopes d'un même élément, la rapidité d'analyse et 
la grande étendue de sa gamme dynamique linéaire Uusqu'à huit ordres de 
grandeur) (Moesch, 2007). 
Plasma à couplage Système d'introduction Spectre de masse Interface inductif de l'échantillon Ilr --------,1 ri--=:..:.:.:.:...::....:.;;~-
Êchantillolll1ellr Solution
 ..------~----~Ecorçoir (conel
lentilleDéCeClenr d'ét31on
 
OtlJdripoie interne
elDRC Icone) Torche 1,IJsmnk 00 
Nébuliseur4q;,;",,~,,;'jl-',--~pt2 l Meinhnnl 
Solution
'----1 de
"­
rinç3ge! cycloniqueChambre 
Trailement T n,n.r'
des données Pompe Pompe Déchet 
tllrbomolécillaire mécanique 
A.do-échantillonneur 
Figure 2.1 : Schéma de l'ICP-MS utilisé dans le projet (image inspirée de
 
http://www.gso.uri.edu/icpms/how_does.htm)
 
2.3.5.1 Instrumentation 
L'ICP-MS utilisé est le Elan DRC-ll (PerkinElmer Life and Analytical Sciences 
Inc., Waltham, MA). Le tableau 2.3 présente les paramètres pertinents de l'appareil 
utilisé lors de l'étude. 
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Tableau 2.3 : Principaux paramètres utilisés pour l'ICP-MS 
Puissance RF ICP (W) 
Voltage RF (V) 
Débit d'échantillonnage (mUmin) 
Débit des gaz (Umin) 
- Plasma 
- Auxiliaire 
- Nébuliseur 
Nébuliseur 
Chambre d'aérosol 
Torche 
Générateur RF 
Cône échantillonneur 
Cône écorçoir 
Profondeur d'échantillonnage des ions (mm) 
Voltage du champ axial (V) 
Mode de lentille 
Analyseur 
Cellule DRC 
Détecteur 
1100
 
200
 
1,0
 
15
 
1,2
 
0,80-0,95
 
Meinhard en quartz
 
Cyclonique en quartz
 
Deux tubes concentriques en quartz
 
40 MHz, «free-running»
 
Platine, 1,1 mm de diamètre d'orifice
 
Platine, 0,9 mm de diamètre d'orifice
 
5,5
 
225
 
Fixe sur voltage maximum du 9Be
 
Quadripôle avec cellule DRC
 
Inactive
 
Détecteur à dynode discrète
 
2.3.5.2 Conditions d'utilisation de /'ICP-MS 
Le tableau 2.4 présente les conditions d'acquisition des données spécifiques au 
projet pour l'appareil ICP-MS. 
29 
Tableau 2.4 : Conditions d'acquisition des données 
Isotopes 9Be et étalon interne 
Masse molaire (AMU) 9,012 pour Be et étalon interne 
Temps de séjour par AMU (ms) 500 pour Be et 150 pour l'étalon interne 
Canaux MCA 1 
Mode de balayage Saut de pic 
Nombre de balayage par lecture 60 
Nombre de réplicat par lecture 3 
Mode du détecteur Double i 
i : Détecteur basse concentration: pulsé, détecteur haute concentration: analogique 
2.3.5.3 Optimisation de l'appareil avant analyse 
Toutes les étapes de l'optimisation de l'appareil, sauf indication contraire, sont 
réalisées dans une solution de HN03 0,5 % (v/v) contenant 10 ~g/L de Ba et 1 IJg/L 
des éléments suivants: Be, Ce, Co, ln, Mg, Pb, Th et U. De plus, la puissance au 
plasma est toujours à 1100 Watts lors des différentes optimisations. Les étapes 
d'optimisation sont conformes à celles prescrites par Perkin Elmer (s.d.) et doivent 
rencontrer les spécifications recommandées par Perkin Elmer. 
2.3.5.3.1 Optimisation quotidienne de /'ICP-MS 
2.3.5.3.1.1 Optimisation du voltage de la lentille 
Le voltage de la lentille est optimisé de façon à faire passer une droite sur les 
sommets des signaux pour les isotopes 98e, 59CO , 115ln et 238U, de façon à obtenir une 
relation linéaire entre le voltage de la lentille et le rapport m/z. Ensuite, après toutes 
les étapes de l'optimisation, le voltage de la lentille est fixé à la valeur où le signal 
était le plus élevé pour l'isotope 9Be. 
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2.3.5.3.1.2 Optimisation de la pression d'argon au nébuliseur 
La pression d'argon au nébuliseur est optimisée de façon à obtenir le rapport de 
signal pour les isotopes 140Ce160/140Ce inférieure à 3 %. 
2.3.5.3.1.3 Vérification de la performance journalière 
La valeur minimale du signal pour une série d'éléments doit être atteinte avant 
de commencer l'analyse d'une série de données. Elle doit être d'une valeur minimale 
de 500 cps pour l'isotope 9Be, de 6 000 cps pour le 24Mg (région des masses 
basses), de 30 000 cps pour 1' 115ln (région des masses moyennes) et de 20 000 cps 
pour 1, 238U (région des masses hautes). De plus, le signal du bruit de fond doit être 
inférieur à 2 cps et il est évalué aux m/z de 8,5 et de 220. Également, le rapport de 
signal pour les isotopes 140Ce160/140Ce et 69Ba++/138Ba+ doit être inférieur à 3%. 
2.3.5.3.2 Optimisation semestrielle de l'appareil avant analyse 
2.3.5.3.2.1 Optimisation de la calibration de masse et de la résolution au quadripôle 
La calibration de masse et la résolution au quadripôle sont optimisées par le 
logiciel de façon à obtenir le signal le plus élevé et les pics les mieux résolus avec 
une solution 10 IJg/L de chacun des isotopes suivants: 6U, 9Be, 12C, 24Mg, 115ln, 
140Ce, 208Pb and 232Th. L'argon, qui est le gaz vecteur dans l'appareil, est également 
utilisé selon le rapport m/z correspondant à son dimére 76Ar2. 
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2.3.5.3.2.2 Optimisation du détecteur double 
L'optimisation de la réponse des détecteurs se fait avec une solution 250 I-lg/L 
contenant les isotopes suivants: 6U, 9Be, 23Na, 45SC, 52Cr, 58Ni, 59CO, 6oNi, 74Ge, 89y, 
111Cd, 114Cd, 115ln, 159Tb, 208Pb et 209Bi. L'optimisation se fait au niveau de la section 
analogique du détecteur pour la corréler de façon linéaire avec la section pulsée 
(Perkin Elmer, s.d.). De cette façon, le détecteur couvre de 0 à 1 x 109cps. 
2.3.5.4 Rinçage de l'appareil pour éviter l'effet de matrice 
La solution de rinçage du système d'introduction de l'échantillon est composée 
de 4 % (v/v) de HN03 et de 0,01 % (v/v) de Triton X-100. Il est à noter que tout 
échantillon dépassant la concentration supérieure du domaine d'application (2.3.5.7) 
implique un rinçage supplémentaire de 300 secondes aux 90 secondes déjà prévues 
dans la méthode. 
La solution de rinçage du système d'introduction de l'échantillon est composée 
de 4 % (v/v) de HN03 et de 1 % (v/v) de H2S04. Il est à noter que tout échantillon 
dépassant la concentration supérieure du domaine d'application (2.3.5.7) implique 
un rinçage supplémentaire de 300 secondes aux 120 secondes déjà prévues dans la 
méthode. 
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2.3.5.5 Choix de l'étalon interne 
2.3.5.5.1 Solution sans H2S04 
Le rapport de mélange entre l'échantillon et la solution d'étalon interne est 
d'environ 4 : 1 (échantillon : étalon interne) pour l'ajout en ligne au niveau du 
systéme d'introduction de l'ICP-MS. La solution de l'étalon interne est composée de 
100 IJg/L d'étalon interne, 1 % (v/v) de HN03et de 0,004 % (v/v) de Triton X-100. 
2.3.5.5.2 Solution avec H2S04 
Le rapport de mélange entre l'échantillon et la solution d'étalon interne est 
d'environ 4 : 1 (échantillon : étalon interne) pour l'ajout en ligne au niveau du 
systéme d'introduction de l'ICP-MS. La solution de l'étalon interne est composée de 
100 IJg/L d'étalon interne, 5 % (v/v) de H2S04et de 0,004 % (v/v) de Triton X-100. 
2.3.5.5.3 Détermination de l'étalon interne 
Le lithium (isotope 6U), le scandium (isotope 43SC) et le germanium (isotope 
72Ge) ont été évalués comme étalon interne à 100 IJg/L, chacun dans une solution 
composée de 1 % (v/v) de HN03et de 0,004 % (v/v) de Triton X-100. Puisque cette 
solution est préparée à partir d'une solution multi-élémentaire, les éléments suivants 
sont également présents à 100 IJg/L : Y, ln, Tb et Bi. L'évaluation de l'étalon interne 
a été faite avec les solutions d'étalon ci-haut mentionnées (6U, 43SC et 72Ge) à des 
concentrations de Be de 1 IJg/L et avec une matrice d'H2S04 croissante à partir de 0 
jusqu'à 12 % (v/v) en mesurant cinq réplicats par niveau de concentration d' H2S04 . 
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2.3.5.6 Choix de la méthode d'étalonnage 
2.3.5.6.1 Étalonnage par calibration interne 
L'étalonnage est fait en début d'analyse et est refait au besoin selon les résultats 
des solutions de contrôle de la qualité. Les droites d'étalonnage sont préparées à 
partir de solutions étalons, dans une matrice de 1 % (v/v) de HN03 , aux 
concentrations suivantes: 0 ~g/L, 0,05 ~g/L, 0,10 ~g/L, 0,20 ~g/L, 0,35 ~g/L, 0,50 
~g/L, 0, 75 ~g/L, 1,00 ~g/L et 2,00 ~g/L. La concentration dans l'échantillon est 
déterminée selon l'équation suivante: 
[1 ] 
Où, Cech= Concentration de l'analyte en solution (ng/mL) 
Sanalyte= Signal de l'analyte 
SEI= Signal de l'étalon interne 
m= Pente de la droite d'étalonnage (signal analyte étalon divisé par le signal 
de l'étalon interne en fonction de la concentration en ~g/L de la solution 
étalon). 
Puisque le logiciel soustrait automatiquement le nombre de comptes obtenu pour 
le blanc d'analyte, la droite d'étalonnage doit passer par l'origine du graphique. La 
linéarité minimale exigée pour la droite d'étalonnage est d'un coefficient de 
détermination (R2) de 0,990 (IRSST, 2006a). Pour calculer la concentration de 
l'analyte dans le milieu biologique, la formule suivante est utilisée: 
Corgane = (Cech X Véch ) / morgane [2] 
Où, Corgane = Concentration dans l'organe (ng/g) ou le sang (ng/mL)
 
Véch = Volume de la solution analysée (mL)
 
morgane = Masse de l'organe (g) ou volume de sang (mL)
 
Céch= Concentration de l'analyte en solution (ng/mL)
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2.3.5.6.2 Étalonnage par calibration interne avec correction par addition 
La méthode d'étalonnage utilisée pour les échantillons contenant H2S04 est 
similaire à la section 2.3.5.6.1, sauf que la valeur obtenue pour la concentration de 
l'échantillon est corrigée par un ajout (fortifié) fait directement dans une partie 
aliquote de chaque échantillon et que la matrice des étalons est de 1 % (v/v) de 
H2S04 . Le volume d'ajout est minimal (50 I-lL dans 4950 I-lL) pour éviter une dilution 
de l'échantillon. La concentration corrigée est calculée comme suit: 
Ccorr = (Cavant! (REC 1100)) [3] 
Où, Ccorr = Concentration corrigée de l'analyte en solution (ng/mL) 
Cavant =Concentration avant correction de l'analyte en solution (ng/mL) 
REC =Récupération de l'ajout (%), voir formule [4] 
REC =(Cavec * (5000/4950) - Cavant) / (Cajou! * (5000 14950)) * 100 [4] 
Où, Cavec = Concentration de l'analyte en solution avec la fortification par 
ajout (ng/mL) 
Cajou! =Concentration de l'analyte ajoutée dans Cavec (ng/mL), soit 0,5 ng/mL 
(5000 1 4950) = Facteur ajouté pour tenir compte de la dilution de 
l'échantillon causé par le volume ajouté de la solution de fortification. 
La concentration corrigée (Ccorr) remplace ensuite Céch dans la formule de Corgane 
( équation [2]) pour calculer la concentration de l'analyte dans le milieu biologique. 
2.3.5.6.3 Étalonnage par ajouts dosés pour H2S04 
Lors de l'optimisation de la méthode de correction la plus appropriée, la 
calibration par ajouts dosés a été essayée. Des échantillons de Be ayant des 
concentrations allant de 0 à 10 I-lg/L et ayant des concentrations d'H2S04 allant de 0 
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à 5 % (v/v) ont été analysés. L'analyste ne connaissait pas les concentrations des 
solutions. Les échantillons ont été déterminés par deux séquences d'ajouts dosés, 
soit une calibration à 4 points (0 ~g/L, 0,1 ~g/L, 1,0 ~g/L et 2,0 ~g/L) et une 
calibration à 6 points (0 ~g/L, 0, 1 ~g/L, 0,3 ~g/L, 0,5 ~g/L, 1,0 ~g/L et 2,0 ~g/L). 
2.3.5.7 Domaine d'application 
Le domaine d'application de la méthode analytique s'étend de la limite de 
quantification méthodologique (LOM) déterminée à la section 2.4.3.1 jusqu'à 2 ~g/L 
(sans prendre en compte le facteur de dilution). Pour faciliter le traitement statistique 
des résultats, les valeurs entre LOM et la limite de détection méthodologique (LDM) 
sont rapportées selon le résultat obtenu. Également, les résultats en dessous de la 
limite de détection méthodologique seront rapportés comme étant égales à la moitié 
de la limite de détection méthodologique, ce qui est une façon répandue de 
compilation en analyse biologique (Goullé et al, 2004). 
2.4 Validation des méthodes analytiques 
2.4.1 Méthodes analytiques retenues 
Les méthodes analytiques retenues seront le fruit du travail d'optimisation et de 
développement, dont les méthodes se situent à la section 2.3. Les résultats associés 
à ces méthodes, qui permettront la détermination des protocoles retenus, sont 
présentés à la section 3.1. 
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2.4.2 Vérification des sources de contamination 
Il est important de vérifier toutes les sources possibles de contamination au Be, 
car elles sont reconnues comme étant l'un des facteurs principaux influençant les 
limites de détection en ICP-MS lors de l'analyse d'échantillons au niveau d'ultra­
trace (Rodushkin, Odman et Branth, 1999). En aucun moment une contamination en 
Be n'a été mesurée dans les sources mentionnées ci-dessous. 
2.4.2. 1 Réactifs 
Tous les réactifs ont été vérifiés individuellement en quantité égale à celle 
utilisée pour les différentes manipulations selon la méthode d'analyse appropriée 
dans le but de vérifier la présence de contamination. 
2.4.2.2 Matériel biologique 
Tous les matériaux biologiques (sang et organe) ont été vérifiés individuellement 
en quantité égale à celle utilisée dans les différentes digestions selon la méthode de 
préparation (2.3.2), de digestion (2.3.3) et d'analyse appropriée (2.3.5). Cette 
vérification inclut le papier de laboratoire utilisé pour le nettoyage et la solution 
physiologique (chlorure de sodium 0,9 % (mlv)), qui est d'ailleurs vérifiée avant 
chaque analyse impliquant des organes. En ce qui concerne les souris exposés, se 
rapporter à la section 2.5. 
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2.4.2.3 Filtre ECM 
Dix filtres du même lot utilisé ont été digérés selon la méthode de digestion 
appropriée et analysés selon 2.3.5 pour déterminer leur contamination possible en 
Be. 
2.4.2.4 Seringue filtrante 
Cinq seringues filtrantes du même lot utilisé ont été remplies de 10 ml de HN03 
1 % (v/v). la solution filtrée dans une éprouvette en plastique a été analysée selon 
2.3.5 pour déterminer une contamination possible en Be. 
2.4.3 Validation des méthodes optimales retenues 
les méthodes analytiques sont validées selon le protocole standard de l'IRSST 
(IRSST, 2006a), qui tient comme sources OSHA (2003), NIOSH (Kennedy et aL, 
1994), le CEAEQ. (2002) et deux autres sources indépendantes (Bartley, 2004; 
Taylor, 1987). les matrices utilisées pour la validation sont le rein de porc et le sang 
humain. 
2.4.3.1 Évaluation des limites de détection et quantification 
la lDM représente la plus basse concentration produisant un signal détectable 
pour un échantillon ayant suivi toutes les étapes de la méthode. Un signal détectable 
est un signal qui est statistiquement distinct de celui produit par un échantillon qui ne 
contient pas de Be (un blanc) dans les mêmes conditions expérimentales. Quant à 
elle, la limite de quantification de la méthode (lQM) représente la concentration 
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minimale pouvant être déterminée par la méthode d'analyse. (CEAEQ, 2002; IRSST, 
2006a) 
Les limites de détection sont déterminées à partir de l'analyse de la variation des 
résultats pour le Be de dix réplicats du même échantillon sur une même série de 
données. L'échantillon doit être traité et analysé selon la méthode analytique retenue 
(voir 3.1.5.1 pour la méthode A (sans H2S04 ) et 3.1.5.2 pour la méthode B (avec 
H2 S04 )) et la concentration de Be dans cet échantillon doit se situer dans un ratio 
entre quatre et dix fois la limite de détection pour s'assurer de ne pas surestimer ou 
sous-estimer la limite de détection (CEAEQ, 2002). 
La limite de détection est définie comme étant trois fois la valeur de l'écart-type 
des concentrations (d'une solution dont la concentration est prés de la limite de 
détection) de dix réplicats. Dans le cas de la limite de quantification, la valeur de 
l'écart type des concentrations de dix réplicats est multipliée par un facteur de dix. 
Pour établir efficacement la limite de détection, la démarche de validation 
comporte la détermination d'un ratio de conformité R, voir équation [5]. Ainsi, la 
détermination de la LDM est jugée valide si la valeur de R est située entre 4 et 10. 
Cependant, une valeur de R inférieure à 4 signifie que la valeur de LDM obtenue est 
statistiquement plus basse que la valeur de LDM réelle. Dans le cas d'une valeur de 
R supérieure à 10, la limite de détection obtenue est statistiquement plus élevée que 
la limite de détection réelle (CEAEQ, 2002). 
R= X [5]LDMo 
où, R= Ratio de conformité 
X = Concentration moyenne pour les 10 réplicats servant à établir la 
LDM 
LDMo = Limite de détection obtenue pour la méthode 
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2.4.3.2 Évaluation de la réplicabilité 
La réplicabilité est une mesure de la variation des résultats pour des échantillons 
traités de la même façon à l'intérieur d'une même séquence d'analyse, c'est-à-dire 
que les échantillons doivent être analysés le même jour, par le même analyste et en 
utilisant le même instrument. La réplicabilité est évaluée par l'analyse de six réplicats 
de rein pour chacune des quatre concentrations en Be suivantes (aprés dilution): 0,1 
IJg/L, 0,5 IJg/L, 1,0 IJg/L, 1,5 IJg/L. La valeur maximale admise pour la réplicabilité est 
de 10 %. La formule mathématique pour calculer la réplicabilité est la suivante 
(IRSST, 2006a) pour un niveau de confiance de 95 % : 
[6] 
Où, tstudent = Valeur selon la table de student pour un niveau de confiance de 
95%. 
CVmoyen =Coefficient de variation moyen entre les niveaux de concentration 
n =Nombre total de mesures sur tous les niveaux de concentration 
Ce calcul est valide pour une probabilité bilatérale, donc l'écart est de chaque 
côté de la distribution normale (sous forme de cloche). Cette spécification est 
importante pour le choix de la valeur de tstudent dans la table. 
2.4.3.3 Évaluation de la répétabilité 
La répétabilité est une mesure de la variation des résultats pour des échantillons 
traités de la même façon à l'intérieur de séquences d'analyse différentes, c'est-à-dire 
que les échantillons doivent être analysés en variant au moins un des paramètres 
suivants: la journée d'analyse, l'analyste ou l'instrument. La répétabilité est évaluée 
par l'analyse de six réplicats de rein pour chacune des quatre concentrations en Be 
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suivantes (aprés dilution): 0,1 IJg/L, 0,5 IJg/L, 1,0 IJg/L, 1,5 IJg/L. Pour chaque série 
de données, deux analystes ont procédé à l'analyse de trois séries de réplicats 
chacun à des journées différentes. La répétabilité obtenue ne doit pas être une 
valeur excédant les 10 %. La formule mathématique pour calculer la répétabilité est 
la suivante (IRSST, 2006a) pour un niveau de confiance de 95 % : 
R ' 't b ·IOt '(0/) - t (C~1OYen J*100epe a 1 1 e /0 - student .j;; [7] 
Où, tstudent =Valeur selon la table de student pour un niveau de confiance de 
95 % 
CVmoyen =Coefficient de variation moyen entre les niveaux de concentration 
n =Nombre total de mesures sur tous les niveaux de concentration 
Ce calcul est valide pour une probabilité bilatérale, donc l'écart est de chaque 
côté de la distribution normale (sous forme de cloche). Cette spécification est 
importante pour le choix de la valeur de tstudent dans la table. 
2.4.3.4 Évaluation des incertitudes 
L'incertitude analytique (déterminée selon ISO (1992) et Taylor et Kuyatt (1994)) 
est calculée en prenant en considération toutes les étapes, soit de la mesure de la 
quantité d'échantillon jusqu'au résultat fourni par l'appareil. Sont inclus dans le calcul 
(voir formule [8]) toutes les étapes de la préparation et d'analyse, en prenant soin 
d'inclure la variation des valeurs entre les journées et les analystes. L'incertitude 
analytique étendue (voir formule [9]), quant à elle, est également calculée selon ISO, 
mais en exécutant la détermination du facteur de couverture k selon une méthode 
dérivée par Bartley (2004). En effet, cette modification à la méthode ISO implique 
que le facteur k est déterminé à partir du nombre de degré de liberté et de la 
distribution X2 pour un niveau de confiance de 95 % (IRSST, 2006a). 
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Formule pour l'incertitude analytique (CVA) en % à partir de série de données: 
C~ +CV2 +C~ +CV4 J2 +( )2U *100 
h qte [8] 
Où, CV; = Coefficient de variation des résultats pour un niveau de 
concentration donné i (i= 1,2,3 ou 4) 
h = Nombre de niveaux de concentration 
Uqte = Incertitude sur la quantité mesurée avec la balance (organe) ou une 
pipette (sang) 
Selon cette formule, toutes les étapes du processus sont prises en compte, soit 
de la préparation jusqu'au dosage en prenant soin d'inclure l'incertitude due à la 
détermination de la quantité d'échantillon. Des échantillons similaires au calcul de la 
répétabilité sont utilisés. 
Formule pour l'incertitude analytique étendue (Uanal) : 
U=k*CVA et [9] 
Où, DL= Nombre de degré de liberté correspondant à la série servant à 
établir l'incertitude 
X2= Valeur de la table de X2 à 95% selon le nombre de degré de liberté 
VLNS= Valeur d'une variable aléatoire pour un niveau de confiance de 95 
% suivant une loi normale standard (centrée réduite), donc une valeur 
de 1,96 pour une série bilatérale. 
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2.4.3.5 Évaluation de la justesse 
l'évaluation de la justesse représente l'exactitude de la méthode sur un matériel 
de référence par rapport à sa valeur certifiée. N'ayant pas d'autre matériel disponible 
que le sang SeronormMC (voir section 3.2.3), toutes les méthodes analytiques ont été 
validées en utilisant ce matériel de référence. Pour ce faire, plusieurs réplicats de 1 
ml de matériel de référence certifié (sang reconstitué) sont analysés selon les 
méthodes retenues et ce pour chaque méthode en plusieurs journées différentes. 
la valeur certifiée est de 5,9 ± 0,5 ng/ml avec une gamme de valeurs 
acceptables situées entre 4,9 et 6,9 ng/ml. la justesse est le pourcentage de 
récupération atteint en comparaison à la valeur vraie. 
2.4.3.6 Effet de l'entreposage des échantillons 
la stabilité des échantillons est évaluée à partir d'échantillons préparés et 
analysés selon les méthodes retenues au premier jour (identifié comme jour 0) et les 
mêmes échantillons sont analysés de nouveau après une des quatre périodes 
suivantes: 7 jours, 14 jours, 21 jours et 28 jours. les échantillons sont les mêmes 
que ceux de la réplicabilité (voir 2.4.3.2), qui fait office de valeur initiale. Entre les 
périodes d'analyse, les échantillons sont conservés au réfrigérateur à 6 oC. les 
échantillons sont conservés, soit dans des éprouvettes jetables en polypropylène, 
soit dans des éprouvettes en verre, selon le cas. La récupération face au jour initial 
d'analyse est ensuite calculée pour chaque échantillon dans le but d'obtenir la 
stabilité relative moyenne pour chaque période. la solution est considérée stable si 
sa concentration a une variation inférieure à 10 % en comparaison avec l'analyse à 
la journée initiale. 
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2.4.3.7 Évaluation des valeurs à rejeter 
Pour prendre la décision de rejeter une valeur obtenue de façon non 
discriminatoire, le test statistique de Grubbs est appliqué sur les séries de données 
obtenues (Taylor, 1987; 8artnett et Lewis, 1994). Ce test calcule un facteur T et ce 
dernier est ensuite comparé aux valeurs du tableau de valeur T pour le rejet d'une 
valeur (Taylor, 1987) avec un niveau de confiance du rejet de 95% pour déterminer 
si la valeur est aberrante dans la série de données. La série doit être de distribution 
normale (voir 2.5.3.1). L'équation utilisée pour le test de Grubbs est la suivante 
(IRSST, 2006a et Taylor, 1987) : 
[10] 
Où, T = Facteur d'aberration de Grubbs (avec 95%)
 
Xr =Moyenne de la série de données
 
Xn =Valeur la plus grande ou la plus petite selon le cas
 
s =Écart-type de la série de données
 
Ainsi, 
si T ~ Ttable, la valeur obtenue n'est pas rejetée. 
si T > Ttable, la valeur obtenue est rejetée car elle est aberrante. 
2.5 Analyse des échantillons de souris 
2.5.1 Méthodes utilisées pour les échantillons provenant de souris 
Les méthodes utilisées sont développées en fonction de la nature des particules 
auxquelles les souris ont été exposées. Il est à noter que les échantillons du groupe 
contrôle sont analysés selon chacune des méthodes développées (voir section 
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3.1.5). les reins sont digérés par paire provenant de la même souris et le volume 
prélevé de sang est d'un maximum de 0,5 ml, selon la quantité disponible. les 
organes sont digérés en entier car il n'est pas connu si la répartition du Be dans 
ceux-ci est homogène. 
2.5.2 Contrôle de la qualité 
Toutes les séquences d'analyse ont l'obligation d'avoir des valeurs acceptables 
pour les solutions de contrôle de la qualité présentées dans cette section. 
2.5.2.1 Blancs de réactif de laboratoire 
En plus des échantillons réguliers, trois béchers de digestion sont ajoutés à 
chaque série de 20 échantillons et contiennent uniquement les réactifs de digestion. 
Ils suivent le même parcours chimique que les échantillons. 
2.5.2.2 Vérifications de l'étalonnage initial de l'instrument 
Ces solutions sont des échantillons analysés immédiatement après l'étalonnage 
de l'instrument. Deux solutions, préparées avec une solution mère provenant d'une 
autre compagnie que celle servant à établir la droite d'étalonnage, sont analysées et 
leur concentration respective doit se situer à environ 25 % (basse VEI) et 75 % 
(haute VEI) de la courbe d'étalonnage. les résultats doivent être à ±10 % de la 
valeur cible et les résultats obtenus lors de l'analyse des échantillons de souris sont 
présentés en annexe aux tableaux A.3 (méthode A) et A.4 (méthode B). 
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2.5.2.3 Vérification continue de l'étalonnage 
Une des solutions d'étalonnage (d'une concentration située entre 25 et 75 % du 
domaine d'application) est analysée à tous les 10 échantillons ou moins pour 
s'assurer que l'équation de la droite de calibration est toujours valide, donc qu'il n'y a 
pas eu de perte de sensibilité. Une re-calibration est nécessaire si la valeur est à ± 
10 % de la valeur cible. 
2.5.2.4 Vérification de la limite de quantification (VLQ) 
La VLQ représente la mesure équivalente à la limite de quantification 
méthodologique et est évaluée après l'établissement de la droite d'étalonnage. La 
concentration mesurée doit être à ± 15 % de la valeur cible. Les résultats obtenus 
lors de l'analyse des échantillons de souris sont présentés en annexe aux tableaux 
A.3 (méthode A) et A.4 (méthode B). 
2.5.2.5 Matériel de référence certifié (MRC) 
Le MRC est l'analyse, en début et en fin de séquence d'analyse, du matériel de 
référence certifié «SeronormMC Trace elements whole blood L-2». Ce matériel est la 
matrice la plus semblable disponible commercialement pour les échantillons à 
analyser. Une valeur est acceptable si elle se situe entre 4,9 et 6,9 ng/mL en Be. Les 
résultats sont reportés sur une charte de contrôle de la qualité (voir figure A.1 et A.2 
en annexe) qui assure un suivi chronologique des valeurs obtenues. 
2.5.3 Analyse statistique des données 
Les séries de données recueillies, dont celles pour les échantillons de souris 
exposées, sont comparées entre elles selon la figure 2.2. 
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Figure 2.2 : Schéma décisionnel pour les analyses statistiques utilisées (inspiré par 
Miller et Miller, 2005 et Rosner, 2006) 
Premièrement, la distribution des séries de données est évaluée individuellement 
par le test de Kolmogorov-Smirnov (voir section 2.5.3.1). Ensuite, si la distribution 
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est normale, le test de Grubbs (voir section 2.4.3.7), le calcul de la moyenne et de 
l'écart-type sont effectués. Si toutes les distributions à comparer sont normales, le 
test-T (voir section 2.5.3.2) ou ANOVA (voir section 2.5.3.3) est effectué selon le 
nombre de séries à comparer. Si la distribution est non-paramétrique, i.e. non 
normale, et qu'aucune transformation pour avoir une approximation de la normalité 
n'est possible, le calcul de la médiane et de l'intervalle interquartile sont effectués. 
L'étendue interquartile remplace ainsi l'écart-type comme mesure de dispersion. S'il 
y a présence de distribution non-paramétrique dans les séries à comparer, le test de 
Mann-Whitney (voir section 2.5.3.4) ou de Kruskal-Wallis (voir section 2.5.3.5) est 
effectué selon le nombre de séries à comparer (lVIiller et Miller, 2005 et Rossner, 
2006). Tous les calculs statistiques sont réalisés avec le logiciel Minitab 15 (Minitab 
Inc., State College, PA) et la valeur de P (de l'anglais, «p-value») donné par ce 
logiciel est utilisée pour tirer les conclusions (confirmer ou rejeter l'hypothèse nulle, 
Ho) des différents tests en comparant la probabilité obtenue (P) à un niveau de 
confiance choisi. 
2.5.3.1 Test de Kolmogorov-Smimov 
Ce test est recommandé pour évaluer la normalité d'une distribution lorsque le 
nombre d'échantillons est infèrieur à 50. Ce test consiste à comparer la fonction de 
distribution cumulative obtenue pour les échantillons avec la fonction de distribution 
cumulative d'une distribution hypothétique normale. Un graphique contenant les 
fonctions hypothétiques et obtenues est tracé (valeurs de z (Voir équation [11]) en 
abscisse et valeurs de la fonction de distribution cumulative (F(z)) en ordonnée) et le 
logiciel de calcul vérifie la différence maximale sur l'ordonnée entre les deux 
fonctions. Le logiciel calcul ensuite une valeur de P statistique avec un niveau de 
confiance de 95% (0=0,05) pour les hypothèses suivantes (Miller et Miller, 2005) : 
Ho = La distribution est normale (si P ~ 0,05)
 
Hl = La distribution est non paramétrique (si P < 0,05)
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La valeur de Z (variable standardisée) pour l'axe des abscisses est calculée 
comme suit (Miller et Miller, 2005): 
z=(x-IJ)/a [11] 
Où, x = Valeur pour un échantillon
 
IJ =Moyenne de la distribution
 
a =Écart-type de la distribution
 
2.5.3.2 Test-t 
Ce test simple consiste à comparer les moyennes de deux séries de distribution 
normale. Une valeur de t est calculée selon la formule [13] et cette dernière est 
comparée à la valeur de t critique provenant d'une table. Le calcul de t doit être 
précédé du test F (formule [12]) qui vérifie que les variances des deux séries sont 
comparables. Le logiciel de calcul Minitab permet également de calculer une valeur 
de P statistique avec un niveau de confiance de 95 % (0=0,05) pour le test t (Miller 
et Miller, 2005). 
Pour le test F (Miller et Miller, 2005): 
2F = S1 / sl [12] 
Où S1 et S2 =Écart-type de la série (S1 > S2) 
La valeur de F est ensuite comparée à celle d'une table, où (Miller et Miller, 2005): 
Ho = La variance est comparable entre les deux séries (F ~ Fiable) 
H1 =La variance n'est pas comparable entre les deux séries (F > FIable) 
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Pour le test t (Miller et Miller, 2005): 
IXI- X2 1 
t = ------;;=::::::::===== [13]s~(1/nJ)+(1/m) 
Où, X1 et X2 =Moyenne de la série
 
S1 et S2 =Écart-type de la série
 
n1 et n2 =Nombre d'échantillon de la série
 
s =Écart-type groupé
 
Ainsi, 
Ho = Les moyennes sont égales (si P ~ 0,05 ou t :::; ttable) 
H1= Les moyennes sont différentes (si P < 0,05 ou t > ttable) 
Le logiciel Minitab permet également d'estimer le test t lorsque le test F 
démontre une variance inégale entre les séries, en modifiant la formule de s (écart­
type commun), (Miller et Miller, 2005). 
2.5.3.3 Analyse de la variance (ANOVA) 
Lorsque plus de deux séries de distribution normale doivent être comparées, le 
test ANOVA est utilisé (tableau 2.6 et formule [14]). Il consiste à comparer les 
moyennes de plusieurs séries entres-elles pour vérifier s'il y a une différence 
significative entre ces moyennes ou si la différence observée n'est attribuable qu'aux 
erreurs non-systématiques. Ce test de calcul statistique assume l'homogénéité de la 
variance. Le logiciel de calcul Minitab permet de calculer une valeur de P statistique 
avec un niveau de confiance de 95 % (a=0,05), (Miller et Miller, 2005). 
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Table 2.5: Présentation des formules utilisées pour le test ANOVA 
(Tiré de Miller et Miller, 2005) 
Source de variation Somme des carrés (SC) Degré de liberté (DL) 
2L1;2 1n-T 1N inter-série h - 1 
; 
intra-série SCtotal - SCinter N-h 
2LLxi /-T INTotal N -1 
i j 
Où, N =n*h =Nombre total de résultats
 
h =Nombre de séries
 
n =Nombre de résultat par séries
 
Ti =Somme des résultats de la série i
 
T =Somme de tous les résultats
 
Xij = Valeur de la série de mesure
 
La valeur statistique F est ensuite calculée: 
F = SCinter / DLinter 
SCintra / DLintra [14] 
Où, SC =Somme des carrés
 
DL =Degré de liberté
 
Ainsi, 
Ho =Les moyennes sont égales (si P ~ 0,05 ou F :5 Fiable) 
H1 = Au moins une des moyennes est différente (si P < 0,05 ou F > Fiable) 
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2.5.3.4 Test de Mann-Whitney 
Le test de Mann-Whitney est utilisé pour comparer deux séries de 
distributions non paramétriques. Il consiste à comparer leur médiane respective pour 
vérifier s'il y a une différence significative entre ces médianes. Il s'agit d'un test 
complexe qui consiste à trouver le nombre de résultats d'une série de données qui 
sont supérieurs aux valeurs des données de l'autre série. Cette comparaison sert à 
établir la valeur de P statistique avec un niveau de confiance de 95 % (0=0,05), 
pour les hypothèses suivantes (Miller et Miller, 2005) : 
Ho = Les médianes sont égales (si P ~ 0,05)
 
H1 = Les médianes sont différentes (si P < 0,05)
 
2.5.3.5 Test de Kruskal-Wallis 
Lorsque plus de deux séries de distribution non paramétriques doivent être 
comparées, le test de Kruskal-Wallis est utilisé. Il consiste à comparer les médianes 
de plusieurs séries entres-elles pour vérifier s'il y a une différence significative entre 
ces médianes. Ce test compare la somme du carré des valeurs et le rang de ceux-ci 
selon l'équation statistique de X2 (voir formule [15]) avec des valeurs dans une table. 
Le logiciel de calcul Minitab permet ensuite de calculer une valeur de P statistique 
avec un niveau de confiance de 95 % (0=0,05), (Miller et Miller, 2005). 
Pour des séries A, B, C, etc. l'équation de X2 est: 
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[15] 
Où, N= nA + nB + ne +... 
nA, nB, ne = Nombre de mesures pour la série A, B ou C 
RA, RB, Re= Rang total de la série A,B ou C 
Ainsi, 
Ho = Les médianes sont égales (si P ~ 0,05) 
H1 = Au moins une des médianes est différente (si P < 0,05) 
CHAPITRE III
 
RÉSULTATS ET DISCUSSION
 
3.1 Optimisation et développement des méthodes 
Le développement et l'optimisation ont été réalisés sur toutes les étapes, de la 
préparation des échantillons à leur analyse par ICP-MS. 
3.1.1 Digestion des échantillons 
Le tableau 3.1 présente les différents mélanges réactionnels qui ont été testés 
lors du développement de la partie «digestion» du projet. Ces essais ont été faits sur 
des quantités de reins de porc équivalentes à ce qui est utilisé dans le cas des 
souris exposées aux poussières, soit environ 200 mg par rein. Le rein de porc est 
utilisé comme matrice biologique car il est disponible dans les marchés locaux en 
quantité suffisante pour faire toutes les étapes de développement et de validation. 
Selon ce qui a été observé dans les essais préliminaires, il est l'organe à l'étude le 
plus ardu à traiter puisqu'il comprend des parties fibreuses difficilement digérables. 
L'efficacité de la digestion est évaluée de manière qualitative en observant les 
résidus présents dans les béchers après l'évaporation à sec et en vérifiant si ces 
résidus peuvent se dissoudre dans HN03 1 % (v/v). Une solution limpide est 
attendue après reconstitution des échantillons avec l'acide dilué (Angerer et 
Schaller, 2003). L'important, avec les résultats de cette section, est d'obtenir une 
digestion complète le plus rapidement possible. Une digestion incomplète pourrait 
résulter en des problèmes instrumentaux ou en un précipité qui pourrait entraîner le 
Be et ainsi affecter la justesse des résultats (Angerer et Schaller, 2003). De plus, il 
est connu dans la littérature qu'une simple dilution, dans le cas du sang, ne permet 
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pas l'analyse de grandes quantités d'échantillons, due au blocage rapide de 
l'injecteur de la torche de l'ICP-MS causé par les protéines dénaturées (Rodushkin 
et aL, 2000). Le tableau 3.1 présente les différentes conditions de digestion testées 
selon les protocoles mentionnés en 2.3.3.1. 
Tableau 3.1 : Résultats des digestions à l'essai sur le rein de porc 
Température Durée de la État de la 
Réactifs de digestion de digestion digestion 
digestion
[Cr (heures) 
HN03 concentré 150 5 incomplète 
HN03 / H20 2 (4 : 1) 150 5 Incomplète 
HN03 / H20 2 (5 : 2) 150 5 Incomplète 
HN03 / H20 2 (5 : 1) 175 5 Incomplète 
HN03 / HCI04 (4 : 1) 150 5 Incomplète 
HN03 / HCI04 (3 : 1) ii. iii, iv 175 3,5 Complète ii. iii 
HN03 / HCI04 / H2S04 (6 : 2 : 1) ii. v 195 5 Complète ii 
i : Température à la surface de la plaque chauffante 
ii : Digestion également vérifiée sur du sang humain et sur le foie de porc 
iii: Digestion également vérifiée sur des poumons, des rates et des reins de rats 
iv : Mélange de réactifs retenus dans la méthode A (voir 3.1.5.1) 
v : Mélange de réactifs retenus dans la méthode B (voir 3.1.5.2) 
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Comme il était prévisible, la digestion utilisant uniquement HN03 concentré n'a 
pas résulté en une digestion complète (résidu post-évaporation important), car ce 
réactif est reconnu comme n'étant pas assez puissant pour digérer efficacement 
toute la matière organique en plus de former des composés nitro stables et 
insolubles qui affectent certainement la qualité de la digestion (Angerer et Schaller, 
2003). Contrairement à ce qui était attendu, le mélange réactionnel HI\J03 / H20 2 
n'est également pas assez efficace pour digérer toute la matière organique, même 
en procédant à deux ajouts de H20 2 à des moments différents. L'augmentation de la 
température de digestion, dans ce cas, n'a pas donné d'amélioration notable de 
l'état de la digestion. 
Le mélange HN03 / HCl04 n'a pas montré une digestion adéquate dans les 
premières conditions d'utilisation, soit pour un ratio 4 : 1 et pour une température de 
150 oC. Les conditions ont donc été optimisées pour obtenir une digestion adéquate 
et un ratio 3: 1 avec une température de digestion plus élevée. Ces dernières 
conditions ont permis d'obtenir une digestion adéquate dans un délai raisonnable. Le 
HCl04 concentré est reconnu comme étant l'agent oxydant le plus puissant utilisé 
dans les digestions de matières organiques (Angerer et Schaller, 2003). C'est donc 
ces conditions qui seront utilisées pour le reste des digestions. Il est à noter qu'un 
ajout supplémentaire de H2 S04 concentré est requis dans le mélange réactionnel 
pour traiter les particules de BeO de manière efficace (voir section 3.1.2.2). 
Contrairement à tous les autres acides mentionnés qui jouent le rôle d'agent 
oxydant, le H2S04 prend plutôt le rôle d'agent de solubilisation. Puisque le H2S04 
concentré a un point d'ébullition élevé (339 oC), l'azéotrope formé a un point 
d'ébullition plus élevé qu'avec la méthode sans H2S04 et la réaction peut ainsi avoir 
lieu à des températures plus élevées pour permettre un temps d'évaporation plus 
court. Le cas de H2 S04 sera discuté plus en détail à la section 3.1.4. 
Les méthodes de digestion développées ressemblent à celles utilisées par le 
NIOSH (1994) et par Verma et ses collaborateurs (2003). En effet, la méthode sans 
H2S04 utilise le même mélange d'acides que Verma, tandis que la méthode avec 
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H2S04 utilise un mélange 6 : 2 : 1 (v/v/v) HN03 : HCl04 : H2S04, plutôt que le 
mélange 3 : 1 : 1 (v/v/v) HN03 : HCI04 : H2S04 proposé dans la méthode NIOSH 
8005. Cependant, la comparaison entre ces méthodes n'est valide que pour la 
préparation des échantillons et l'analyse est différente en plusieurs points. 
3.1.2 Solubilité des poudres de béryllium 
Pour assurer des résultats exacts, il est important d'assurer une solubilisation 
complète des poudres. D'ailleurs, il est connu dans la littérature que le Be et ses 
composés ne sont pas biotransformés dans l'organisme (WHO, 2001), donc 
possiblement présents sous la même forme chimique que dans les poudres fines 
utilisées. Si la forme inorganique des particules est dissoute et que la matière 
organique est détruite (tel que démontré en 3.1.1), l'analyse devrait tenir compte de 
la totalité du Be présent. La section 3.1.2.1 présente les résultats pour Be (mètal) et 
BeAI selon la méthode de digestion HN03 / HCI04 (3 : 1) et la section 3.1.2.2 
présente les résultats pour BeO, qui, comme il le sera démontré subséquemment, 
nécessite une attention particulière. 
3.1.2.1 Be (métal) et BeAI 
Étant donné la grande solubilité des poudres de Be (métal) et BeAI dans les 
mélanges d'acides concentrés (Stefaniak et al., 2006), les tests ont été faits 
directement en présence d'organe (voir section 2.3.4.1) pour confirmer les taux de 
récupération attendus et le tableau 3.2 en présente les résultats. 
57 
Tableau 3.2 : Solubilisation de poudres de Be (métal) et BeAI avec la méthode de 
digestion HN03 / HCI04 (3 : 1) en présence d'un échantillon de rein 
Espèce chimique Récupération de Be (%) 
Be (métal) 103 ± 20/0 (n=11)i 
BeAI 100 ± 4 % (n=11) ii 
i: masse moyenne de 200 I-Ig de Be (métal) (équivalent de 198 I-Ig en Be selon
 
pureté fournie)
 
ii: masse moyenne de 230 I-Ig de BeAI (équivalent de 143 I-'g en Be selon pureté 
fournie) 
Comme il était attendu, ces deux formes chimiques de Be se solubilisent très 
bien dans le milieu acide de digestion, avec des taux de récupération avoisinant les 
100%. Malheureusement, les récupérations obtenues dans les matrices biologiques 
par ces tests ne peuvent être confirmées sans aucun doute, car il n'existe aucun 
matériel de référence certifié de particule de Be solide (Stefaniak et al., 2006). 
3.1.2.2 BeO 
Il est connu dans la littérature que les particules de BeO formées à haute 
température (celles utilisées lors de l'étude) se solubilisent seulement en condition 
particulière (Stefaniak et al., 2006). Le tableau 3.3 présente les principaux tests 
effectués pour solubiliser BeO. 
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Tableau 3.3 : Solubilisation de poudre de BeO avec différentes méthodes 
Récupération de Be 
Mélange réactionnel Matrice (%) 
Une attaque HN03 / HCI04 (3 : 1) Filtre ECM 75 ± 9 % (n=6) iv 
Trois attaques HN03 / HCI04 
i Sans filtre 81 ± 4 % (n=12) v 
HN03 / HCI04 et HCI ii Sans filtre 77±3% (n=12) v 
HN03 / HCI04 et H2S04 
iii Sans filtre 97±3% (n=5) v 
Filtre ECM +HN03 / HCI04 et H2S04 
iii 99±2 % (n=12) viOrgane 
i : méthode de solubilisation no. 1 (section 2.3.4.2.1) 
ii : méthode de solubilisation no. 2 (section 2.3.4.2.1) 
iii : méthode de solubilisation no. 3 (section 2.3.4.2.1), méthode retenue 
iv: masse moyenne d'environ 250 IJg de BeO (équivalent de 90 IJg en Be) 
v: masse d'environ 265 IJg de BeO (équivalent de 96 IJg en Be) provenant de 
suspension mise directement dans les bécher 
vi: masse moyenne d'environ 260 IJg de BeO (équivalent de 94 IJg en Be) 
Parmi les différents mélanges réactionnels essayés selon le tableau 3.3, 
seulement le mélange avec H2S04 concentré parvient à un résultat de récupération 
avoisinant les 100 %. Ceci était attendu, car selon la littérature (Ashley, Brisson et 
Jahn, 2006), H2S04 concentré est requis pour assurer une dissolution complète des 
particules de BeO et ainsi obtenir des valeurs plus exactes dans les échantillons 
inconnus. Cependant, l'acide fluorhydrique aurait également pu être utilisé, selon 
Ashley et ses collaborateurs (2006), mais son utilisation aurait causé des problèmes 
d'incompatibilité avec les pièces en verre de l'ICP-MS. Il est à noter que dans le but 
d'accélérer la digestion, le volume de H2S04 concentré a été diminué de moitié lors 
des tests finaux en présence d'organe et les taux de récupération (99 ± 2 %) se sont 
révélés très satisfaisants. 
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3.1.3 Analyse des échantillons par ICP-MS 
3.1.3.1 Optimisation des conditions instrumentales 
Plusieurs des conditions instrumentales sont conformes aux prescriptions du 
manufacturier de l'appareil (Perkin Elmer, s.d.), dont le voltage RF, le débit 
d'échantillonnage, le débit des gaz (plasma et auxiliaire), la torche, le générateur 
RF, la profondeur d'échantillonnage des ions, le voltage du champ axial, l'analyseur 
et le détecteur (voir tableau 2.3). En ce qui concerne les autres paramétres, ils 
seront discutés dans les sections suivantes 
3.1.3.1.1 Système d'introduction de l'échantillon 
L'utilité du système d'introduction des échantillons est d'assurer que l'échantillon 
est sous la forme d'un aérosol. En effet, le système d'introduction est le «talon 
d'Achilles» de l'ICP-MS, car seulement 1 à 2 % de la quantité totale d'échantillon est 
envoyée vers la torche plasma sous forme d'aérosol. Le nébuliseur MeinhardMc , qui 
est de type pneumatique concentrique, a été choisi car il offre une excellente 
stabilité et forme des gouttelettes très fines, ce qui augmente la sensibilité 
instrumentale. La taille des gouttelettes est très importante, car la torche plasma est 
moins efficace pour dissocier les grosses gouttelettes. Le désavantage principal de 
ce type de nébuliseur est qu'il se bloque facilement si la matrice utilisée est trop 
chargée. L'utilité de la chambre cyclonique est d'assurer que seulement les plus 
fines gouttelettes sont envoyées à la torche plasma en séparant les gouttes par la 
force centrifuge. La chambre d'aérosol cyclonique est donc utilisée car elle est 
reconnue pour avoir une excellente sensibilité parce qu'elle offre une efficacité 
d'échantillonnage très élevée (Taylor, 2001; Thomas, 2004; Perkin Elmer, s.d.). 
Le débit d'argon au niveau du nébuliseur est l'élément clé lors de l'optimisation 
quotidienne de l'appareil ICP-MS. Le rapport de signal 140Ce160/140Ce est ainsi 
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optimisé pour avoir un résultat inférieur à 3 %. Il est connu dans la littérature que si 
ce rapport est respecté, le plasma devrait être assez efficace pour atomiser toute 
molécule et ainsi ne former que des ions libres, car le lien Ce - 0 se décompose 
très difficilement. Ceci aura comme effet de s'assurer quotidiennement que le 
plasma est assez performant, car un plasma échouant ce test n'aura également pas 
suffisamment d'énergie résiduelle pour assurer l'ionisation des éléments ayant un 
potentiel d'ionisation élevé, comme c'est le cas pour le Be. En d'autres termes, 
l'atteinte du bon rapport 140Ce160/140Ce assure que les effets de matrice causés par 
une perte de charge au plasma sont négligeables et ainsi éviter de « refroidir» le 
plasma, ce qui aurait comme effet de réduire l'efficacité d'ionisation et augmentera la 
formation d'ion moléculaire (McCurdy et Potter 2001; Perkin Elmer, s.d.). 
L'optimisation de ce paramètre est importante à un point tel qu'un débit d'argon trop 
faible au niveau du nébuliseur (rapport 140Ce160/140Ce trop bas) aura comme effet de 
réduire significativement la sensibilité en apportant moins d'échantillon vers la torche 
et en encourageant la formation d'ions doublement chargés (Perkin Elmer, s.d.). 
3.1.3.1.2 Plasma à couplage inductif 
La torche plasma est le lieu de génération des ions, qui seront ensuite analysés. 
Le plasma formé doit avoir assez d'énergie pour ioniser les analytes présents, mais 
sans avoir une énergie trop élevée pour ioniser les atomes à leur deuxième potentiel 
d'ionisation. Ce paramètre est vérifié quotidiennement par le rapport 69Ba++/138Ba 
avant chaque analyse. Le baryum est utilisé car il est reconnu pour avoir le potentiel 
de deuxième ionisation le plus faible des éléments et il est facilement atteignable 
dans les conditions d'utilisation d'un ICP-MS (Perkin Elmer, s.d.; Taylor, 2001). En 
ce qui concerne la méthode HN03 / HCl04 (3 : 1), la puissance RF au plasma est 
ajustée selon les spécifications du manufacturier. Il est à noter d'autres puissances 
RF ont quand même été essayées, mais sans différence significative sur les 
résultats obtenus. Cependant, puisque la dissolution de BeO requiert l'utilisation 
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d'H2S04 concentré, qui est un acide non conventionnel en ICP-MS, une optimisation 
est nécessaire et elle est présentée à la figure 3.1. 
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Cette optimisation (figure 3.1 A) a été réalisée avec des échantillons de reins 
digérés avec HN03 / HCI04 / H2S04 (6 : 2 : 1) et l'objectif est d'obtenir le meilleur 
(le plus faible) écart-type de la concentration entre plusieurs réplicats identiques 
selon la puissance RF au plasma. La puissance de 1300 Watts correspond donc à 
ce point et cette valeur est utilisée pour les échantillons traités avec HN03 / HCI04 / 
H2S04 (6 : 2 : 1). Il faut quand même garder en tête que la puissance au plasma a 
une influence beaucoup moins importante que le débit d'argon au nébuliseur et que 
ce dernier doit être optimisé de façon quotidienne (Perkin Elmer, s.d.). 
En ce qui concerne la courbe obtenue, les valeurs pour les écarts-types élevés à 
des puissances RF inférieures à 1300 W sont probablement causées par la stabilité 
du plasma en présence de matrices chargées, telle que l'H2S04 . Pour les valeurs 
avec un écart-type élevé à des puissances RF supérieures à 1300 W, ceci pourrait 
être relié au fait que le bruit de fond est augmenté avec l'augmentation de la 
puissance RF au plasma à cause de la concentration en ions provenant de la 
matrice qui fait l'effet de densité de charge (voir 3.1.3.3.1). La puissance RF de 1300 
W représente donc le juste milieu entre l'instabilité du plasma causée par la charge 
de la matrice et l'effet de densité de charge causé par la matrice. 
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De la même façon, la figure 3.1 B présente l'optimisation du signal analytique en 
rapportant le meilleur rapport du signal moyen sur l'écart-type du blanc également 
fait sur dix mesures d'échantillon ne contenant pas de Be (blanc d'organe digéré 
avec HN03 / HCI04 / H2S04 (6 : 2 : 1).). La meilleure performance analytique est 
ainsi obtenu, tout comme pour la figure 3.1A, à une puissance RF au plasma de 
1300 W. 
3.1.3.1.3 Choix des cônes et lentille à l'interface 
La majorité des utilisateurs d'ICP-MS utilise les cônes en nickel pour leurs 
analyses, mais, puisque H2S04 est utilisé dans certaines digestions, les conditions 
corrosives nécessitent l'utilisation de cônes en platine. Ces cônes sont beaucoup 
plus coûteux, mais également beaucoup plus résistants aux conditions mentionnées 
(Thomas, 2004; Perkin Elmer, s.d.). 
L'optimisation du voltage de la lentille en ICP-MS est une question épineuse. En 
effet, certains auteurs recommandent d'utiliser un voltage de lentille supérieur à la 
valeur de l'optimisation, d'autres d'utiliser un voltage inférieur, d'autres un voltage 
égal à la valeur d'optimisation. Certains recommandent même de n'utiliser aucun 
voltage sur la lentille (Stewart et Olesik, 1999). Puisque la matrice est le principal 
responsable des pertes de signal (interférences) et que l'effet de densité de charge 
(voir section 3.1.3.3.1) a lieu à l'interface, il a été proposé par une équipe de 
chercheur (Wang et al., 1990) d'optimiser la lentille dans la matrice analytique de 
façon à obtenir le signal le plus élevé pour l'analyte d'intérêt. Cette stratégie a été 
évaluée et il a été observé que le voltage obtenu dans des échantillons de matrices 
digérées selon les méthodes appropriées est similaire à celui obtenu dans la solution 
d'optimisation mentionnée en 2.3.5.3. La solution d'optimisation semble donc un 
choix approprié dans l'optimisation quotidienne du voltage de la lentille sur l'analyte 
9Be, optimisation nécessaire car le voltage augmente de façon significative selon 
son utilisation. 
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3.1.3.1.5 Analyse des ions 
Il est important de mentionner qu'aucune interférence de type spectrométrique 
n'est présente sur les isotopes 9Be et 6Li dans les conditions expérimentales 
utilisées, ce qui aura comme effet de simplifier l'analyse des ions en se concentrant 
uniquement sur les paramètres pouvant améliorer l'écart-type de la concentration 
entre des réplicats identiques, donc le calcul de la limite de détection instrumentale. 
Le temps d'acquisition représente les paramètres clés (le temps de séjour par AMU 
et le nombre de balayages par lecture) et son optimisation est présentée à la figure 
3.2. 
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l'optimisation du temps d'intégration des ions vise à assurer un meilleur (le plus 
faible) écart-type de la concentration entre plusieurs réplicats, tout en ne dépassant 
pas le volume de 5 ml d'échantillon pour permettre l'analyse d'échantillon en 
duplicata. les résultats démontrent une faible amélioration en passant de 6 
secondes à 30 secondes. Avec un temps d'acquisition supérieur à 30 secondes, une 
dilution supplémentaire serait nécessaire et ne ferait qu'augmenter la quantité 
minimale de Be pouvant être quantifiée dans les matrices biologiques. le temps 
d'intégration de 30 secondes est donc celui utilisé, car il n'est pas non plus possible 
d'avoir un volume inférieur à 10 ml pour des considérations expérimentales et pour 
éviter que la concentration en matière dissoute soit trop élevée. En décortiquant le 
temps d'acquisition, trois paramètres pouvant être individuellement traités en sont 
tirés. Premièrement, les temps de séjour pour 9Be et 6U sont différents. En effet, 
puisque 6Li est toujours à concentration élevée (100 IJg/l initialement), il est possible 
de l'analyser pour période moins longue tout en obtenant un résultat adéquat. Ainsi, 
l'isotope de concentration moindre (9Be) influencera le plus la sensibilité et doit donc 
être analysé plus longtemps. Puis, pour améliorer la sensibilité, le nombre de 
balayage par isotope doit être le plus grand possible, tout en évitant d'avoir moins de 
trois réplicats de lecture pour la validité statistique minimale. (Perkin Elmer, s.d.; 
Thomas, 2004) 
3.1.3.1.6 Évaluation du temps de rinçage (effet mémoire) 
l'effet mémoire correspond à l'observation d'une concentration d'analyte 
détectable provenant de l'échantillon précédent dans la séquence d'analyse et est 
causé par la déposition d'échantillons sur les cônes de l'ICP-MS ou par 
l'accumulation de résidu contenant l'analyte dans le système d'introduction 
(nébuliseur ou chambre cyclonique) ou d'ionisation (torche et son injecteur) de l'ICP­
MS (Perkin Elmer, s.d.). Cet effet a été évalué pour les deux méthodes retenues à 
deux niveaux de concentration. Premièrement, l'effet mémoire du premier niveau est 
vérifié à chaque séquence d'analyse avec un blanc d'analyte (dans 1 % HN03) lu 
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directement après le dernier point de la droite d'étalonnage (2 IJg/L) et aucun effet 
mémoire n'a jamais été observé, c'est à dire que la concentration de Be dans le 
blanc était inférieure à la LDM. Le deuxième niveau est évalué avec un blanc 
d'analyte (dans 1 % HN03) lu directement après le passage d'une solution 20 IJg/L 
en Be (soit dix fois la limite supérieure du domaine d'application) et, également dans 
ce cas, aucun effet mémoire n'a été détecté avec dix réplicats par méthode, c'est à 
dire que la concentration de Be dans le blanc était inférieure à la LDM. Le deuxiéme 
niveau requiert cependant un rinçage supplémentaire de 300 secondes. Il est donc 
possible de conclure que, dans les conditions expérimentales utilisées, l'effet 
mémoire n'a pas été observé. 
3.1.3.3 Choix et évaluation de l'étalon interne 
3.1.3.3.1 Choix de l'étalon interne 
Le rôle de l'étalon interne est de compenser pour les interférences physiques 
pouvant affecter le signal de l'analyte d'intérêt. Ces interférences physiques affectant 
la réponse analytique sont, entre autres, la tension de surface du mélange, la 
viscosité de l'échantillon, les différences dans la formation et la sélection des 
gouttelettes au nÎveau de l'aérosol formé, la température de l'échantillon, le blocage 
partiel du nébuliseur, les effets de matrice, etc. Il doit également corriger les dérives 
(instabilité) des lectures de l'appareil qui ont lieu à mesure que la séquence 
d'analyse progresse. Habituellement, pour être efficace, un étalon interne doit se 
comporter de façon similaire à l'analyte d'intérêt, c'est-à-dire que sa masse molaire 
et son potentiel d'ionisation doit être le plus rapproché de celle de l'analyte d'intérêt. 
Sans oublier que l'étalon interne ne doit pas déjà être présent dans l'échantillon 
avant son ajout, ni interférer avec l'analyte d'intérêt (Perkin Elmer, s.d.; Taylor, 
2001 ). 
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Trois étalons internes ont été essayés dans le cadre de ce projet, soit le 6U, le 
72Ge et le 43SC. Ces étalons sont utilisés car il y a très peu d'interférence chimique 
significative connue pour ceux-ci (de Boer et al., 2004). Le 6U a été choisi puisque la 
masse de l'isotope utilisé est près de celle du Be (respectivement de m/z = 6 et de 
m/z = 9) (Montaser et Golightly, 1987). Le Ge a été sélectionné car son potentiel de 
première ionisation est rapproché de celui du Be (respectivement de 7,90 eV et de 
9,32 eV) (Montaser et Golightly, 1987). Quant au Sc, il est l'étalon interne de choix 
dans une majorité de laboratoire analysant le Be, car il est permet de corriger une 
large gamme d'éléments de faible masse molaire dans les analyses multi 
élémentaires (Brisson et al., 2006). 
En faisant varier la charge de la matrice, il est possible de vérifier si l'étalon 
interne choisi réagit de la même manière que le Be, c'est-à-dire s'il corrige les effets 
de matrice pouvant affecter le signal. Dans ce cas, l'H2S04 est utilisé comme 
matrice, car il est reconnu pour engendrer beaucoup d'effets de matrice en ICP-MS 
(Takahashi et Youno, 2003) et qu'il doit être utilisé pour solubiliser BeO. La figure 
3.3 présente les résultats obtenus pour les étalons internes vérifiés et une 
explication suivra aux figures 3.4 et 3.5. La section 2.3.5.5 présente les détails 
méthodologiques relatifs à cette figure. 
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La figure 3.3 indique que le signal de Be corrigé par le GLi (rapport Be / Li) est le 
seul à ne pas varier significativement en fonction de la charge de la matrice. Ceci 
démontre une stabilité du rapport pour cet étalon interne, qualité qui était recherchée 
par cette expérience. Le GU sera donc l'étalon interne de choix dans le projet. De 
plus, à partir de la figure 3.3, il est possible d'observer que le rapport (analyte / 
étalon interne) varie considérablement dans le cas du 43SC et du 72Ge. Ceci indique 
que ces deux étalons internes ne seraient pas assez efficaces pour corriger le signal 
du Be lorsque la charge de la matrice est importante et lorsqu'elle est différente de 
celle des étalons servant à établir la courbe de calibration. Il serait donc préférable 
d'éviter l'utilisation de ces étalons internes car ils vont induire une valeur erronée lors 
du dosage d'échantillons réels si la matrice des échantillons est significativement 
différente de celle des solutions étalons. Pour expliquer ce phénomène, il faut 
d'abord se pencher sur le signal obtenu individuellement pour chaque isotope en 
cause (voir figure 3.4). La figure 3.4 sera suivie d'une explication théorique. 
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La figure 3.4 permet d'observer que le signal est différent dépendant de l'isotope 
étudié. En regardant attentivement les profils de la figure 3.4, il est possible de noter 
que le 9Be et le 6Li présentent des courbes très similaires, ce qui explique la linéarité 
observée à la figure 3.3 pour le rapport 9Be /6Li. L'augmentation de la charge de la 
matrice fait baisser drastiquement les signaux de 9Be et de 6Li, mais fait augmenter 
ceux de 43SC et 72Ge. L'augmentation pour ces deux derniers isotopes explique la 
non linéarité observée à la figure 3.3 pour les signaux 9Be / 43SC et 9Be / 72Ge. Pour 
expliquer le phénomène observé, l'<<effet de densité de charge» est utilisé et est 
présenté à la figure 3.5. 
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Figure 3.5 : L'«effet de densité de charge» (Source: Perkin Elmer, s.d.) 
Selon le phénomène de l'<<effet de densité de charge» (de l'anglais «space 
charge effect»), les ions de petites masses sont repoussés hors du faisceau d'ions 
par les ions de masses plus élevées avant leur entrée dans la lentille (zone sous 
pression du vide), car les ions sont tous chargés positivement et la loi de Coulomb 
stipule que deux charges de même signe se repoussent. Les ions de masse plus 
élevées (avec une énergie cinétique plus élevée) repoussent d'une force plus 
grande les ions de petites masses. La fraction des petits ions dans le faisceau sera 
donc diminuée et ainsi le signal apparent sera également diminué (Busch, 2004; 
Stewart et Olesik, 1999). Ceci explique pourquoi le signal de 9Be et de 6Li chute 
drastiquement avec l'augmentation de la charge de la matrice, car la matrice 
contient alors une grande quantité d'ions (0 et S) de masse supérieure à ces deux 
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isotopes. Comme le 43SC et le 72Ge ont une masse élevée, ce phénomène n'abaisse 
pas leur signal avec l'augmentation de la charge de la matrice (Perkin Elmer, s.d.; 
Thomas, 2004). 
Si le phénomène en cause aurait plutôt été la «surcharge du plasma», le 72Ge 
aurait été un meilleur étalon interne car ce phénomène est un amenuisement du 
pouvoir ionisant (énergie) de la torche plasma due à une trop forte concentration de 
la matrice. Ainsi, l'étalon interne (2Ge), ayant le potentiel d'ionisation le plus 
rapproché de celui de l'analyte (9Be), aurait été favorisé pour réagir de la même 
manière que le Be au changement dans la matrice, phénomène qui n'a pas été 
observé selon la figure 3.3 (Perkin Elmer, s.d.). 
3.1.3.3.2 Concentration de l'étalon interne 
L'étalon interne est ajouté «en ligne», c'est-à-dire que la pompe péristaltique le 
transporte à la même vitesse que l'échantillon et ils sont mélangés dans un bloc de 
mixage en forme de «T» avant la nébulisation des gouttelettes. Cette configuration a 
comme avantage d'être plus rapide que l'ajout de volume d'étalon interne dans tous 
les échantillons et elle minimise aussi les erreurs dues au pipetage. Cependant, 
cette configuration implique une dilution de l'échantillon et elle ne corrige pas pour 
les erreurs pouvant provenir de l'étape de préparation ou de l'évaporation des 
échantillons avant analyse (Perkin Elmer, s.d.; Taylor, 2001). 
La concentration de l'étalon interne a été optimisée à partir d'échantillons digérés 
avec 3 : 1 HN03 / HCI04. Les mêmes échantillons sont utilisés pour les deux 
concentrations (10 et 100 IJg/L) dans le but d'éviter une variation provenant de la 
préparation des échantillons. Les résultats obtenus sont présentés au tableau 3.4. 
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Tableau 3.4 : Comparaison entre deux concentrations en étalon interne 
Récupération moyenne (%) pour 
différentes concentrations d'étalon interne 
------------------------_.------------.--_.----- -------------------------------.------------_.--­
Su 1°I-lg/LMatrice Su 100 I-lg/L 
-"' 
Aucune 97 ±4 (n=3) 
94 ±4 
(n=3) 
Tissusi 96 ± 3 (n=12) 
94 ± 3 
(n=12) 
Valeur P Il pour le test-T pour comparer les 0,41groupes avec aucune matrice 
Valeur P Il pour le test-T pour comparer les 0,12groupes avec tissus 
i : Organes utilisés: foie, poumon, rate et rein 
ii: une valeur de P inférieure à 0,05 (95%) correspond à une différence 
significative entre les groupes comparés et inversement une valeur de P 
supérieure à 0,05 (95%) indique qu'il n'y a aucune différence statistique entre 
les groupes comparés 
Cette étape a été réalisée pour les trois étalons internes à l'étude, mais 
seulement les résultats pour l'étalon interne retenue (sU) sont présentés. Dans ce 
cas, il est possible d'affirmer avec un pourcentage de confiance de 95 % qu'il 
n'existe aucune différence significative (la valeur de P est supérieure à 0,05) entre 
l'utilisation de l'étalon interne (sU) à une concentration de 1°I-lg/L et de 100 I-lg/L. 
Ainsi, il sera préféré d'utiliser une concentration plus élevée d'étalon interne dans le 
but de combler d'éventuelle contamination en Li. " est à noter que de telles 
contaminations peuvent également être corrigées mathématiquement, tel que 
démontré à la section 3.1.3.3.3. Cependant, il est important de ne pas avoir une 
concentration d'étalon interne trop élevée, pour ne pas dépasser le nombre d'ions 
maximal (2 x 10s cps) du détecteur de basse concentration (pulsée), ce qui 
occasionnerait un changement de détecteur et ainsi augmenterait l'erreur analytique 
(Perkin Elmer, s.d.) 
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3.1.3.3.3 Interférence sur l'étalon interne 
Dans les conditions utilisées pour ce projet, il n'existe qu'une source possible 
d'interférence sur l'étalon interne retenue (GU) et cette interférence est due à de 
possible contamination en Li dans les échantillons. En effet, l'abondance isotopique 
à l'état naturel du Li est de 7,5 % pour le GLi et de 92,5 % pour le lU (Montaser et 
Golightly, 1987). Il est possible de corriger mathématiquement cette interférence 
selon les équations suivantes: 
Intensité 6Li = intensité totale (m/z=6) - contribution de U (éch.) [16] 
Intensité 6U = intensité totale (m/z=6) - (7,5 % / 92,5 %) * signal (m/z=7) [17] 
Cependant, plusieurs échantillons ont été vérifiés pour le signal à m/z=7 et les 
valeurs observées étaient négligeables par rapport à la concentration élevée de GU 
présente dans la solution d'étalon interne. Il n'est donc pas nécessaire de rallonger 
l'analyse par la mesure à m/z = 7. Si la méthode est appliquée sur du sang humain, 
cette correction serait envisageable car l'utilisation possible d'antidépresseur 
contenant du Li fausserait les résultats (Moesch, 2007). Également, une 
contamination peut provenir de l'anti-coagulant utilisé dans le cas d'un prélèvement 
de sang, si celui-ci contient de l'héparine de lithium (Delves, 1999). L'anti-coagulant 
est essentiel pour empêcher la polymérisation des fibrogènes vers la fibrine 
(Krachler et Irgolic, 1999). Dans le cas d'étude utilisant le Sc comme étalon interne, 
celui-ci subit une interférence possible avec l'ion SiO+, qui provient de l'équipement 
fait en quartz (de Boer et al., 2004). 
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3.1.4 Développement spécifique à la méthode avec H2S04 
Les échantillons avec BeO, requérant H2 S04 , a demandé des modifications à la 
méthode, car ce réactif n'est pas usuellement employé en ICP-MS en raison de sa 
haute viscosité, son point d'ébullition élevé et sa tendance à engendrer plusieurs 
effets de matrice (Takahashi et Youno, 2003). Tel que mentionné en 3.1.2.2, 
l'utilisation de H2S04 concentré est essentielle pour assurer une solubilisation 
complète des particules de BeO. Les problèmes mentionnés ont une répercussion 
sur la stabilité instrumentale, qui entraîne une chute importante et rapide de la 
récupération lors de la séquence d'analyse. 
3.1.4.1 Considération sur la digestion 
L'ajout de H2S04 concentré aux réactifs de digestion modifie le comportement 
des solutions lors de la réaction. Bien qu'il permette une digestion à des 
températures plus hautes en raison de sa température d'ébullition élevée (Angerer et 
Schaller, 2003), il occasionne également certains problèmes. Même si la digestion 
est quasi-complète, il reste certains résidus organiques qui forment une croûte 
insoluble lorsque la digestion est amenée à sec à des températures de digestion 
plus élevées que 210°C. Ainsi, la température maximale de digestion est bien en 
dessous de la température d'ébullition de H2S04 concentré (339 oC) empêchant 
alors l'évaporation complète du réactif. La stratégie de conserver H2 S04 après la 
digestion est également utilisée dans la méthode f\lIOSH 8005 (1994). L'ajout d'une 
base (ammoniaque) pour neutraliser H2 S04 a été tenté, mais la réaction de 
neutralisation [18] permet uniquement d'évaporer l'excédant d'eau et ne règle en 
rien le problème des ions de masse élevée qui causent l'<<effet de densité de 
charge». 
[18] 
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3.1.4.2 Considération sur l'analyse instrumentale 
Bien que H2S04 augmente énormément la viscosité du mélange, la pompe 
péristaltique du système d'échantillonnage de l'ICP-MS assure un débit constant de 
liquide, même si la viscosité des échantillons est différente (Thomas, 2004). 
Cependant, la viscosité très différente entre les échantillons pourrait peut-être 
causer un problème au niveau de la formation des gouttelettes. Ainsi, le triton X-100 
est utilisé comme agent surfactant dans la solution d'étalon interne pour favoriser et 
uniformiser la formation de gouttelettes fines lors de la nébulisation des échantillons 
en diminuant la tension de surface du liquide (Perkin Elmer, s.d.). Le triton X-100 
aiderait également à réduire le blocage de l'injecteur de la torche (Rodushkin et al., 
2000). De plus, la haute viscosité de H2S04 fait que l'entretien de l'appareil est plus 
exigeant que lorsqu'il n'est pas utilisé. Ainsi, entre chaque séquence d'analyse, le 
nébuliseur et l'injecteur de la torche plasma doivent être nettoyés avec du méthanol 
(il s'agit d'un solvant organique polaire utilisé pour solubiliser les dépôts 
récalcitrants) pour assurer des résultats de qualité. 
Pour corriger les valeurs erronées provenant de l'effet de matrice causé par 
H2S04 (Thomas, 2004), la méthode d'ajouts dosés a d'abord été essayée et les 
résultats sont présentés au tableau 3.5 et la méthode est présentée en 2.3.5.6.2. 
Tableau 3.5 : Résultats obtenus avec calibration par ajouts dosés sur des solutions 
fortifiées avec matrice d'acide sulfurique variable 
"­_o. 
Concentration Nombre d'étalon Écart relatif à la valeur Coefficient 
de Be dans les de calibration par vraie (%) de variation 
échantillons (J.lgIL) échantillon (%) 
4 101 ± 20 % (n=44) 20 
Entre 0 et 2,0 
6 109 ± 10 % (n=10) 9 
4 105 ± 30 % (n=14) 29 
< 0,5 
6 114 ± 9 % (n=6) 8 
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En plus d'être très exigeante en manipulation, la méthode d'ajouts dosés n'a pas 
démontrée une efficacité intéressante du point de vue de la variabilité. En effet, avec 
un coefficient de variation moyen (pondéré pour le nombre de réplicat) de 18% pou r 
tous les échantillons et de 23% pour les échantillons moins concentrés (qui sont plus 
susceptibles de représenter la quantité de Be retrouvée dans les échantillons de 
souris), cette méthode n'obtient pas la précision requise pour une méthode 
analytique validée selon le protocole IRSST (2üü6a). Les coefficients de variation 
sont quand même plus acceptables lorsque la droite de calibration est composée de 
6 points, mais toujours en deçà des valeurs obtenues lors de l'évaluation de 
l'incertitude analytique avec la méthode retenue (voir section 3.2.2). 
Une variante de la méthode d'ajouts dosés a donc été employée, il s'agit de 
"étalonnage par calibration interne avec correction par addition. Dans cette 
méthode, une addition est faite à chaque échantillon pour corriger la valeur obtenue 
par la courbe d'étalonnage interne. Cette méthode est à la fois plus rapide que 
l'ajout dosé et parvient à corriger adéquatement les valeurs obtenues, comme le 
démontre le tableau 3.6 qui présente une compilation des valeurs obtenues avec le 
matériel de référence certifié SeronormMC lors de toutes les séquences d'analyses 
impliquant des échantillons de souris digérés par H2 S04 . La correction est à la fois 
faite pour la stabilité temporelle des lectures et pour les éventuelles différences de 
matrice entre les différents échantillons et les solutions étalons. Le volume d'ajout 
est minimal (50 IJL dans 4950 IJL) pour éviter une dilution de l'échantillon fortifié, ce 
qui causerait une fausse correction car la matrice de la solution fortifiée doit être la 
plus identique possible à celle de la solution non-fortifiée. De plus, la solution 
d'étalon interne a été modifiée pour cette méthode de correction en augmentant la 
concentration en H2S04 pour combler d'éventuels écarts entre les échantillons. En 
ayant des matrices plus semblables lors de l'ionisation, la correction faite par 
l'addition est minimisée dans sa correction des écarts entre la matrice de chaque 
échantillon et celle des solutions étalons. 
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Tableau 3.6 : Vérification des différentes récupérations avec et sans correction par 
addition à différents moments de la séquence d'analyse 
Valeurs obtenues Valeurs obtenues 
Valeur attendue i 
Moment d'analyse sans correction avec correction (ng/mL)(ng/mL) (ng/mL) 
Début 5,2 ± 0,3 (n=24) 5,5 ± 0,2 (n=24) 
5,4 - 6,4 
Fin 4,2 ± 0,8 (n=23) 5,5 ± 0,5 (n=23) 
Valeur p" pour le test-T pour la comparaison des séries de valeurs 0,00
obtenues sans correction en début et en fin d'analyse 
Valeur p" pour le test-T pour la comparaison des séries de valeurs 1,00
obtenues avec correction en début et en fin d'analyse 
Valeur p" pour le test-T pour la comparaison des séries de valeurs 0,00
obtenues en début d'analyse avec et sans correction 
Valeur p" pour le test-T pour la comparaison des séries de valeurs 0,00
obtenues en fin d'analyse avec et sans correction 
i: Il s'agit de la valeur analytique donnée par le fournisseur 
ii: une valeur de P inférieure à 0,05 (95%) correspond à une différence significative 
entre les groupes comparés et inversement une valeur de P supérieure à 0,05 
(95%) indique qu'il n'y a aucune différence statistique entre les groupes comparés 
Ainsi, selon le tableau 3.6, il existe une différence significative (les valeurs de P 
sont inférieures à 0,05) entre les valeurs obtenues en début et en fin des séquences 
d'analyse lorsque aucune correction n'est utilisée. Le contraire est observé (la valeur 
de P est supérieure à 0,05) lorsque la correction est utilisée, prouvant ainsi que la 
stabilité est assurée à l'intérieur d'une séquence d'analyse par la méthode de 
calibration choisie. Il est également intéressant de noter que les valeurs obtenues 
sans correction sont significativement plus éloignées de la valeur attendue que les 
valeurs obtenues avec correction. D'ailleurs, l'effet de matrice est également corrigé, 
car les valeurs obtenues avec correction sont à l'intérieur de l'intervalle analytique 
attendu pour le matériel de référence certifié. 
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3.1.5 Méthodes analytiques retenues 
Cette section présente les deux méthodes retenues en fonction des espèces de 
Be. La méthode «A» est utilisée en présence des espèces Be (métal) et BeAI, tandis 
que la méthode «B» est utilisée pour le BeO. 
3.1.5.1 Sans ajout de H2S04 (pour Be (méta!) et BeA!), «méthode A» 
Les protocoles analytiques de préparation et de digestion des échantillons sont 
énoncés en 2.3.2 et en 2.3.3. Pour le Be (métal) et le BeAI, les réactifs de digestion 
utilisés sont un mélange 3 : 1 HN03 / HCI04 à une température de digestion finale 
située entre 170 oC et 180 oC. Le temps requis de digestion avec ce mélange est 
d'environ 3,5 heures. Le résidu post-évaporation est remis en solution avec 10 mL 
d'une solution de HN03 1 % (v/v). 
La méthode d'analyse retenue est à la section 2.3.5. Le temps d'acquisition 
présumé de 30 secondes et le rinçage initialement proposé (voir section 2.3.5.4.1) 
sont conservés. L'étalon interne optimal est 6Li à une concentration de 100 IJg/L. 
3.1.5.2 Avec ajout de H2S04 (pour BeO) , «méthode B» 
Les protocoles analytiques de préparation et de digestion des échantillons sont 
énoncés en 2.3.2 et en 2.3.3. L'expérimentation a démontré que l'H2S04 doit être 
utilisé pour solubiliser complètement BeO. Les réactifs de digestion utilisés sont un 
mélange 6 : 2 : 1 HN03 / HCI04 / H2S04 à une température de digestion située 
entre 175 oC et 185 oC. Lorsque la solution limpide est obtenue, elle est chauffée à 
une température entre 195 oC et 205 oC avec une agitation mécanique constante 
pour continuer l'évaporation de la solution acide jusqu'à un volume d'H2S04 restant 
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d'environ 140 IJL. Le temps requis de digestion avec ce mélange est d'environ 5 
heures. Le résidu post-évaporation est remis en solution avec 14 mL d'eau. 
La méthode d'analyse retenue est à la section 2.3.5. Le temps d'acquisition 
présumé de 30 secondes et le rinçage initialement proposé pour H2S04 (voir section 
2.3.5.4.2) sont conservés. L'étalon interne optimal est 6Li à une concentration de 100 
IJg/L. L'expérimentation a démontré qu'en présence d'H 2S04 , la puissance RF au 
plasma doit être augmentée à 1300 W et que la méthode d'étalonnage par 
calibration interne avec correction par addition (voir section 2.3.5.6.2) est la plus 
appropriée. 
3.2 Validation des méthodes 
Bien qu'il s'agisse de méthodes analytiques en milieu biologique, la validation a 
été effectuée selon les règles appliquées pour les échantillons environnementaux, 
qui sont reconnues comme étant plus sévères, car il n'y a pas de critère clair établi 
face à la validation de méthode analytique en milieu biologique (IRSST, 2006a). 
3.2.1 Évaluation des limites de détection et de quantification méthodologique 
L'évaluation des LDM est un des paramètres les plus important dans le cadre 
de ce projet, car il est attendu que les concentrations dans les tissus biologiques 
seront très faibles. Les valeurs obtenues pour les LDM et les LQM selon les deux 
méthodes sont présentées au tableau 3.7. Il est à noter que ces limites ne tiennent 
pas compte du calcul de la dilution dans le volume final, elles sont donc les limites 
les plus basses pouvant être déterminées à la lecture instrumentale selon la 
méthode d'analyse. 
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Tableau 3.7 : Détermination de la lDM et de la lQM des 
méthodes validées 
LDM LQM LDM LQM 
Méthode Matrice 
(pg/mL) (pg/mL) (ng/g) iv (ng/g) iv 
Foie 2,7 9,0 0,020 0,067 
Poumon 1,5 4,9 0,091 0,30 
Rate 2,1 7,0 0,11 0,37Méthode A ii 
Rein 1,7 5,6 0,042 0,14 
Sang 2,2 7,2 0,022 ng/ml 0,073 ng/ml 
1 % HN03 i 0,7 2,5 NIA NIA 
Foie 2,6 8,5 0,027 0,091 
Poumon 1,3 4,3 0,094 0,31 
Rate 2,7 8,9 0,23 0,75Méthode B iii 
Rein 2,1 6,8 0,075 0,25 
Sang 2,0 6,8 0,028 ng/ml 0,093 ng/ml 
1 % H2 S04 i 1,2 4,0 NIA NIA 
i : Cette valeur correspond à la limite de détection instrumentale (lOI) 
ii : Pour un volume final de 10 ml 
iii: Pour un volume final de 14 ml 
iv:	 Rapportée pour la masse d'organe digérée (en g), sauf pour le sang qui 
est pour 1 ml de sang digéré. 
les lDM obtenues pour les deux méthodes sont toutes dans la même gamme, 
soit entre 1,3 et 2,7 pg/ml, quelle que soit la matrice biologique mise à l'essai. 
Évidemment, les lOI sont légèrement inférieures aux valeurs obtenues pour les 
lDM, car aucun élément de la matrice biologique (organique et inorganique) ne vient 
causer de variation dans le signal (effet de matrice) dans le cas de la détermination 
des lOI. les lDM et les lQM sont également rapportées en fonction de la masse 
d'organe, mais comme le démontre la figure 3.6, il est laborieux de rapporter la lDM 
en fonction de la masse d'organe digérée car il n'y a aucune corrélation entre la 
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masse d'organe digérée et la LDM obtenue. D'autres facteurs, tel que la composition
 
chimique ou le type d'organe serait plutôt en cause.
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Figure 3.6 : Évaluation du lien entre la masse moyenne des organes 
digérés et la LDM obtenue par organe 
Ainsi, selon le CEAEQ (équation [5]), tout auteur utilisant un blanc d'analyte
 
comme échantillon serait possiblement dans l'erreur car R « 4 et ceci signifie que la
 
LDM obtenue est statistiquement meilleure (plus basse) que la LDM réelle.
 
Malheureusement, toutes les méthodes de la littérature recensées (voir section 1.4)
 
utilisent un blanc d'analyte pour la détermination de la LDM. Une expérience faite au
 
laboratoire a révélée que selon cette technique de mesure, la méthode A aurait une
 
LDM de 0,4 pg/mL, soit environ deux fois meilleure que la valeur de LOI rapportée.
 
Donc, tel que rapporté par Miller et Miller (2005), il est effectivement difficile de
 
comparer les LDM entre les méthodes, car la méthode de calcul varie d'un auteur à
 
l'autre. Il est quand même intéressant d'observer que même avec une technique de
 
--
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mesure plus rigoureuse, les LDM obtenues sont majoritairement meilleures que 
celles recensées dans la littérature à la section 1.4. Et ceci même si certains auteurs 
utilisent un ICP-SFMS et que celui-ci est reconnu pour obtenir de meilleures limites 
de détection (Engstrbm et al., 2004), car cet instrument a un bruit de fond très faible 
et une meilleure transmission des ions que l'ICP-MS avec analyseur quadripolaire 
(Roduskin, Odman et Branth, 1999), tel que celui utilisé dans la présente étude. Le 
tableau 3.8 compare les limites de détection obtenues avec ceux recensées dans la 
littérature pour les organes. 
Tableau 3.8 : Comparaison des méthodes développées et des méthodes 
recensées dans la littérature pour les organes 
= 
Quantité de Be la plus 
basse pouvant être 
Limite de 
Méthodes mesurée dans un 
détection i 
organe iii 
(pg) 
Méthodes Méthode A 2,0 pg/mL 20 pg 
développées Méthode B 2,2 pg/mL 31 pg 
Méthodes 
Chiarappa-Zucca et 
al (2004) 
0,8 amol de 
10Be ii 2 pg 
recensées Engstrbm et al. 
(2004) 6 pg/mL 60 pg 
i: Limite de détection calculée dans la solution d'analyse (à la lecture 
instrumentale) 
ii : Méthode à l'état solide 
iii: Pour des organes pesant un maximum de 2 g 
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En ce qui concerne les organes, seulement la méthode de Chiarappa-Zucca 
(2004) a une limite de détection meilleure que celles des méthodes développées, 
mais en utilisant un appareil AMS et un isotope 10Be, qui n'est pas disponible pour 
réaliser le présent projet. Il est intéressant de noter que les méthodes développées 
présentent des meilleures LDM que Engstram (2004), qui utilise pourtant un ICP­
SFMS, qui est supposé être plus performant que l'ICP-MS employé ici. Le tableau 
3.9 compare les différentes limites de détection obtenues avec ceux recensées dans 
la littérature pour les échantillons sanguins. 
Tableau 3.9 : Comparaison des méthodes développées et des méthodes 
recensées dans la littérature pour les échantillons sanguins 
.­
Concentration de Be la 
Limite de 
Méthodes détection i 
plus basse pouvant être 
(pg/mL) déterminée dans le sang (pg/mL) 
Méthodes Méthode A 2,2 22 
développées Méthode B 2,0 28 
Rodushkin et al (2000) 1,4 14 
Heitland et Kaster (2006) 2,4 24 
Méthodes 
recensées Goullé et al (2005) 4,2 42 
Delves (1999) 10 200 
de Boer et al (2004) 30 300 
i: Limite de détection calculée dans la solution d'analyse (à la lecture 
instrumentale) 
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En ce qui concerne les échantillons sanguins, la seule méthode (Rodushkin et 
aL, 2000) présentant des LDM légèrement meilleures que celles validées pour les 
présentes méthodes a été réalisée avec un ICP-SFMS. Les raisons principales 
avancées pour expliquer les LDM très basses rapportées dans la présente étude 
sont les suivantes: 
•	 Une digestion complète de la matrice organique (contrairement à une simple 
dilution) qui réduit significativement les effets de matrice; 
•	 Un temps d'intégration plus long dû au fait que l'étude se concentre 
seulement sur un élément, contrairement à plusieurs études qui analysent 
plusieurs éléments à la fois; 
•	 Un étalon interne (6Li) sélectionné spécifiquement pour l'analyse de Be et 
optimisé pour la matrice d'analyse. 
Il faut également noter que les méthodes recensées dans la littérature sont en 
grande majorité des méthodes d'analyse multi-élémentaire et elles ne seraient pas 
applicables sur ce projet, car leur efficacité n'a pas été prouvée relativement à la 
solubilisation des poudres fines spécifiques à certains composés chimiques, en 
l'occurrence le Be pour le présent projet. Entre autres, les méthodes de Rodushkin 
et collaborateurs (2000) et de Engstrbm et collaborateurs (2004) utilisent la digestion 
micro-onde, qui a été démontrée inefficace pour dissoudre complètement des 
particules de Be (Stefaniak et al., 2006). Elles ne sont donc présentées que pour fin 
de comparaison statistique. 
3.2.2 Évaluation de la précision 
La précision, aussi appelée fidélité, représente le calcul de la réplicabilité et de la 
répétabilité de la méthode. Elle correspond à la variation attendue entre plusieurs 
résultats de dosage pour un échantillon à un même niveau de concentration en 
utilisant le même protocole expérimental (CEAEQ, 2002; IRSST, 2006a). D'autres 
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mesures de variation ont également été calculées (voir tableau 3.10), dont la 
linéarité de la droite (coefficient de détermination R2 ) et les incertitudes. 
Tableau 3.10 : Mesures de variation des méthodes validées 
~. 
Méthode R2 moyen Réplicabilité Répétabilité CVA i U iianal 
Organe - A 1,0 % 2,2 % 4,6% 12 %
 
0,9999
 
Sang - A 1,5 % 1,7 % 3,6 % 9,2 %
 
Organe - B 3,0 % 2,9 % 7,5 % 19 %
 
0,9999
 
Sang -B 2,5 % 2,7 % 6,9 % 18 %
 
i: Incertitude analytique (ISO, 1992) 
ii: Incertitude analytique élargie (certitude::: 95%) (ISO, 1992) 
La réplicabilité et la répétabilité des méthodes validées sont toutes bien en deçà 
des critères minimaux requis (réplicabilité < 10 %, répétabilité < 10 %) selon le guide 
de l'IRSST (2006a). Il est normal d'observer des valeurs un peu plus élevées pour la 
répétabilité, dans trois cas sur quatre, car la répétabilité exige de modifier des 
paramètres pour vérifier si les résultats sont consistants d'une journée à l'autre et 
d'un analyste à l'autre, ce qui inclut donc plus de variables. Cependant, les valeurs 
sont très rapprochées face à celles obtenues pour la réplicabilité, ce qui démontre 
une très bonne robustesse des méthodes d'analyse. Également, la méthode A 
présente des valeurs de précision environ deux fois meilleures que celles de la 
méthode B. Ceci est dû au fait que la méthode B inclut une correction par addition, 
qui requiert une mesure additionnelle pour le dosage des échantillons, donc une 
lecture qui induit une erreur supplémentaire. 
La linéarité de la méthode est évaluée par le calcul du coefficient de 
détermination et les valeurs moyennes obtenues sont largement supérieures au 
critère minimal requis (R2 ~ 0,990) selon le guide de l'IRSST (2006a). L'incertitude 
analytique représente le coefficient de variation d'une méthode analytique et les 
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valeurs obtenues (sous les 10 %) sont très acceptables. Comme dans le cas de la 
réplicabilité et de la répétabilité, les valeurs d'incertitude sont supérieures pour la 
méthode B. L'incertitude analytique élargie, quant à elle, est une plus large gamme 
d'incertitudes couvertes en ajoutant un facteur de couverture avec un niveau de 
confiance établi à 95 % (IRSST, 2006a). 
3.2.3 Évaluation de l'exactitude 
Précédemment, il a été déterminé que les méthodes développées ont une très 
bonne précision, mais la valeur obtenue doit également être juste. Le calcul de 
l'exactitude, également appelé justesse, correspond à l'étroitesse de l'accord entre 
les valeurs moyennes de concentration obtenues par les méthodes développées et 
la valeur attendue pour un MRC (CEAEQ, 2002). La justesse doit être vérifiée avec 
un échantillon ayant la matrice la plus rapprochée de celle des échantillons qui 
seront déterminés pour vérifier efficacement toutes les possibilités d'interférence, 
dont les effets de matrice. Ainsi, puisque aucun matériel certifié contenant du Be 
dans des organes biologiques n'est disponible commercialement, seulement des 
échantillons sanguins pourront être utilisés dans le calcul de l'exactitude. D'ailleurs, 
d'autres auteurs déplorent ce fait et suggèrent évidemment de pallier à ce problème 
(WaUers et al., 2006). En plus, le Be contenu dans le matériel disponible est déjà 
sous forme soluble, donc ne vérifie en rien la solubilité des particules et aucun MRC 
contenant des particules de Be non-solubles dans des matrices biologiques n'est 
disponible commercialement (Stefaniak et al., 2006). Les résultats obtenus pour 
l'exactitude des méthodes sont présentés au tableau 3.11. 
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Tableau 3.11 : Mesures de l'exactitude pour les méthodes validées 
Valeur obtenue Valeur analytique Valeurs acceptables 
Justesse 
Méthode de Be certifiée certifiées 
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%) 
Méthode A 5,2 ± 0,2 (n=74) 88 % 
5,9 ± 0,5 i 4,9-6,9; 
Méthode B 5,6 ± 0,4 (n=36) 95 % 
i : Valeurs fournies sur le certificat d'analyse 
Selon le tableau 3.11, la justesse des méthodes validées est en deçà des 
critères minimaux requis, soit à l'intérieur des valeurs acceptables certifiées. Bien 
qu'elle soit plus longue, la méthode B présente des résultats plus juste que la 
méthode A. Ceci peut s'expliquer par le fait que, par sa méthode de calibration avec 
correction par addition, la méthode B corrige plus de facteurs, dont la stabilité de la 
réponse dans le temps et les effets de matrice. Cependant, la méthode B est moins 
reproductible que la méthode A, ce qui était attendu puisque la correction utilisée 
avec la méthode B nécessite la prise de deux lectures. Ainsi, la méthode A est 
priorisée lorsque BeO n'est pas présent dans les échantillons. En ce qui concerne 
précisément les valeurs d'exactitude, la valeur est arbitraire puisque la valeur 
certifiée n'est pas nécessairement de 5,9 ng/mL, mais elle se situe dans une gamme 
entre 5,4 et 6,4 ng/mL. En fait, une analyse par ajouts dosés révèle que la 
concentration serait plutôt de 5,4 ± 0, 1 ng/mL (n=6). Cette valeur a également été 
confirmée par une analyse faite par un laboratoire extérieur qui obtient une valeur de 
5,4 ng/rnL. 
Les résultats journaliers du MRC sont également reportés sur une charte de 
contrôle (voir annexe A.1 et A.2), qui assure un suivi temporel des concentrations 
obtenues. Les valeurs devraient toutes se situer entre les deux lignes jaunes. 
Cependant, si la valeur critique limite (correspondant à 75 % de la valeur vraie) est 
dépassée (ligne rouge), la séquence d'analyse n'est pas tenue en compte et doit 
être recommencée depuis le début. Les résultats obtenus pour les valeurs de MRC 
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(voir figure A.1 et A.2 en annexe) durant plusieurs semaines démontrent l'efficacité 
et la robustesse des méthodes développées. En effet, les résultats sont situés entre 
les bornes de valeur acceptable Uaune) dans plus de 98,5 % des cas pour la 
méthode A et dans plus de 98 % des cas pour la méthode B. 
Pour confirmer que les méthodes sont exactes, des échantillons sanguins en 
vérification inter-laboratoire ont également été analysés et les résultats sont 
rapportés au tableau 3.12. 
Tableau 3.12 : Mesures de récupération pour les matériaux de 
vérification inter-laboratoire de l'INSPQ 
Matériel de 
vérification inter-
laboratoire 
Méthode 
Valeur obtenue 
de Be 
(ng/mL) 
Valeur analytique 
rapportée 
(ng/mL) 
Récupération 
(%) 
QMEQAS06B-02 
Méthode A 1,66 ± 0,09 (n=6) 
1,74 ± 0,29 i 
95,4 % 
Méthode B 1,79 ± 0,04 (n=4) 104 % 
QM EQAS07B-03 
Méthode A 0,84 ± 0,04 (n=5) 
0,950 ± 0,159 i 
88 % 
Méthode B 0,89 ± 0,04 (n=4) 94 % 
QMEQAS06B-08 
Méthode A 4,2 ± 0,1 (n=6) 
4,43 ± 0,44 i 
94% 
Méthode B 4,37 ± 0,06 (n=4) 98,6 % 
i : Valeurs fournies sur le rapport d'analyse de l'INSPQ 
Les résultats obtenus pour la récupération de ces matériaux sont presque en 
majorité un peu supérieurs à ceux obtenus pour la justesse au tableau 3.11. 
Cependant, comme ce matériel n'a pas la même portée qu'un MRC, les valeurs du 
MRC seront celles à considérer lors de l'évaluation de l'exactitude. Il faut également 
mentionner qu'il est normal d'observer de tel écart lors de l'analyse d'échantillon 
biologique et c'est pourquoi les valeurs de concentration acceptables sont sur une 
large gamme. 
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3.2.4 Évaluation de l'entreposage des échantillons 
Puisque l'appareil ICP-MS n'est pas toujours disponible et que son utilisation 
requiert parfois plusieurs journées d'optimisation avant d'atteindre les critères 
minimaux mentionnés en 2.3.5.3, la stabilité des solutions digérées doit être 
évaluée. La stabilité est donc évaluée une fois par semaine durant quatre semaines 
(voir méthode à la section 2.4.3.6) et les résultats sont présentés aux figures 3.7 et 
3.8. 
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Figure 3.7 : Évaluation de la stabilité pour la méthode A 
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Figure 3.8 : Évaluation de la stabilité pour la méthode B 
* : En raison d'un problème instrumental, Il n'y a que 6 valeurs pour les organes
 
au jour d'analyse 28, plutôt que 7.
 
Comme le démontre les deux figures précédentes, l'entreposage des 
échantillons sur une période maximale de 28 jours ne cause aucun problème face à 
la stabilité des solutions. Il est à noter qu'une valeur (figure 3.7, sang au jour 
d'analyse 7, valeur de 92,3 %) est un peu plus faible que la valeur de la journée 
zéro, mais toujours au-dessus du critère de stabilité minimal de 90 % requis selon le 
guide de "IRSST (2006a). La conseNation des échantillons a été vérifiée dans deux 
types d'éprouvettes, soit en polypropylène et en verre. Les résultats sont présentés 
au tableau 3.13. 
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Tableau 3.13 : Vérification de la stabilité dépendant du matériel de conservation 
Stabilité (%) dépendant du matériel de conservation 
-------..._-------------------,.._----------------------- ----------------------------------------------.---------- ­
Méthode - matrice Polypropylène Verre 
Méthode A - organe 101 ± 4 (n=16) 103±4(n=12) 
Méthode A - sang 99 ± 5 (n=16) 97±6(n=12) 
Méthode B - organe 99 ± 8 (n=15) 102 ± 7 (n=12) 
Méthode B - sang 101±6(n=16) 101 ± 6 (n=12) 
Valeur P 1 pour le test-T de comparaison des matériaux avec 0,20
méthode A - organe
 
Valeur P 1 pour le test-T de comparaison des matériaux avec
 0,35
méthode A - sanq
 
Valeur P 1 pour le test-T de comparaison des matériaux avec
 0,32
méthode B - organe
 
Valeur P 1 pour le test-T de comparaison des matériaux avec
 1,00
méthode B - sanq 
i: une valeur de P inférieure à 0,05 (95%) correspond à une différence significative 
entre les groupes comparés et inversement une valeur de P supérieure à 0,05 (95%) 
indique qu'il n'y a aucune différence statistique entre les groupes comparés 
Les résultats du tableau 3.13 démontrent qu'il n'y a aucune différence 
statistiquement significative (les valeurs de P sont supérieures à 0,05) concernant la 
stabilité des solutions digérées par la méthode A ou B entre les différents matériaux 
de conservation utilisés. Il revient donc à l'analyste de décider du type d'éprouvette 
qui lui convient entre les deux matériaux étudiés. 
3.3 Application des méthodes 
Les méthodes validées ont été appliquées sur des échantillons de souris 
exposées à différentes particules de Be afin de vérifier si la taille et l'espèce 
chimique de ces particules a une influence sur la distribution du Be dans 
l'organisme. Tel que mentionné précédemment, les organes sont digérés en entier, 
car il n'est pas connu si la répartition du Be dans ceux-ci est homogène. 
93 
3.3.1 Groupe contrôle et contamination 
Premièrement, il est important de s'assurer qu'aucune contamination significative 
n'a lieu lors des expositions des souris ou du traitement des échantillons. Ainsi, les 
échantillons du groupe contrôle proviennent de souris qui ont été exposées à de l'air 
pur sans particules de Be et les échantillons prélevés sont digérés par les deux 
méthodes de digestion. Le tableau 3.14 présente les résultats obtenus pour la 
concentration de Be dans les matrices biologiques pour le groupe contrôle. 
Tableau 3.14 : Concentrations de Be dans les matrices biologiques 
pour le groupe contrôle 
Méthode de Concentration moyenne de Be
 
Matrice biologique
 
digestion (ng/g) i
 
Poumon < LDM (0,1 ng/g ii; 0,14 9 iii ) (n=8) 
Foie 0,037 ± 0,005 (n=19) 
Méthode A	 Rate < LDM (0,6 ng/g ii; 0,034 9 iii)) (n=19) 
Rein < LDM (0,04 ng/g ii; 0,44 9 iii )) (n=16) 
Sang < LDM (0,05 ng/mL ii; 0,44 mL iv ) (n=20) 
Poumon < LDM (0,1 ng/g ii; 0,13 g iii )) (n=4) 
Foie < LDM (0,03 ng/g ii; 1,3 9 iii )) (n=11) 
Méthode B	 Rate < LDM (1 ng/g ii; 0,035 9 iii )) (n=13) 
Rein < LDM (0,06 ng/g ii; 0,46 g iii )) (n=12) 
Sang < LDM (0,07 ng/mL ii; 0,41 mL iii )) (n=1 0) 
i : L'unité de concentration de Be dans le sang est en ng/mL 
ii : Il s'agit de la LDM pour la masse et l'organe 
iii: Il s'agit de la masse moyenne utilisée pour la détermination de cette LDM 
iv: " s'agit du volume moyen utilisé pour la détermination de cette LDM 
94 
Les résultats sont majoritairement sous les LDM évaluée pour chaque matrice et 
méthode. Seulement les échantillons de foies digérés par la méthode A ont une 
valeur de concentration moyenne supérieure à la LDM. Comme le foie est impliqué 
dans plusieurs activités métaboliques (Marieb, 2000), la source de contamination 
pourrait être la nourriture des souris, comme le montre le tableau 3.15. 
Tableau 3.15 : Concentrations obtenues lors du dosage du Be dans la 
nourriture des souris 
Nourriture Concentration de Be 
Nourriture sèche i 29 ± 3 ng/g (n=6) 
Eau i 0,0008 ± 0,0005 ng/mL (n=6) ii 
i: Analyse selon la méthode A (voir section 2.4.1.1) 
ii: En utilisant la LDI de la méthode A, soit 0,0007 ng/rnL (voir section 3.2.1) 
Une concentration de Be est détectée dans l'eau avec une valeur supérieure à la 
LDI de la méthode A. En ce qui concerne la nourriture sèche, une contamination est 
observée et pourrait être la source des petites concentrations détectées dans 
certains foies de souris du groupe contrôle. 
3.3.2 Considérations sur les tests statistiques 
La normalité des distributions est évaluée selon le test de Kolmogorov-Smirnov 
(voir section 2.5.3.1). Lorsque ce test a révélé que certaines distributions n'étaient 
pas normales, différents types de transformation (transformation racine-carrée, 
transformation logarithmique, transformation réciproque, etc.) ont été essayés pour 
obtenir une approximation adéquate de la normalité (Kutner et al, 2005). Il n'a pas 
été possible de faire une approximation adéquate de la normalité sur plusieurs 
séries de données, les procédures non-paramétriques ont donc été utilisées. Ces 
procédures, moins puissantes que les tests statistiques utilisés pour les séries de 
distribution normale, sont appliquées sur toutes les séries, pour comparer les 
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médianes, dans le but d'uniformiser la démarche statistique. De plus, puisque la 
nature et la taille des particules sont deux variables complètement confondues, 
celles-ci sont traitées indépendamment pour les tests statistiques. 
3.3.3 Poumons des souris exposées 
Les poumons sont le lieu d'échange gazeux avec l'organisme (IVIarieb, 2000). 
Après l'inhalation des aérosols de particules, ces dernières se déposent dans les 
poumons par différents mécanismes de dépôt. Les mécanismes pertinents aux 
particules étudiées sont (Roberge et al., 2004) : 
•	 Le dépôt par impaction dans la région rhinopharyngée et qui touche les 
particules de diamètre aérodynamique supérieur à 3 IJm; 
•	 La diffusion causée par le mouvement aléatoire des particules touche les 
particules de diamètre aérodynamique inférieure à 0,5 IJm et est le plus 
important mécanisme pour le dépôt dans les bronchioles et les alvéoles; 
•	 La sédimentation dans les bronches et les bronchioles pour les particules de 
diamètre aérodynamique entre 1 et 3 IJm; 
Dépendant de l'endroit du dépôt et des propriétés chimiques, différents 
mécanismes auront lieu pour éliminer les particules. Si les particules se logent dans 
la région du rhinopharynx et de l'arbre trachéo-bronchique, elles seront éliminées 
par une couche muqueuse qui transporte les particules pour être recrachées ou 
avalées. Si les particules se logent dans les alvéoles, elles seront dissoutes 
lentement dans les fluides pulmonaires ou éliminées par les phagocytes (Roberge et 
al., 2004). Un autre mécanisme, la translocation, est possible pour les particules 
ultra fines (ayant au moins une dimension inférieure à 0,1 IJm) inhalées et consiste 
au passage des particules du poumon vers le sang à travers les membranes. 
(Donaldson et Borm, 2007). Lorsque les particules sont solubilisées ou subissent la 
translocation, ils se dispersent dans l'organisme vers des organes cibles, ce qui 
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explique qu'une quantité de Be sera retrouvée dans les tissus à l'essai dans ce 
projet (Donaldson et Borm, 2007 et Roberge et aL, 2004). Le tableau 3.16 présente 
les résultats obtenus pour la concentration de Be dans les poumons de souris en 
fonction de la nature et de la taille des particules de Be. 
Tableau 3.16 : Concentrations de Be dans les poumons de souris en fonction de la 
nature et de la taille des particules de Be 
Concentration moyenne Concentration médiane 
Nature des Taille des de Be dans les (intervalle interquartile) de Be 
particules particules i poumons dans les poumons 
(l1g/g) (l1g/g) 
~ 
Totale 2,1 ± 0,8 (n=12) 2,4 (1,0) 
Be (métal) 
Respirable 12 ± 3 (n=14) 12,3 (2,6) 
Groupe 1 ii 77±15(n=13) 76 (18) 
BeO 
Groupe 2 iii 92 ± 13 (n=11) 94 (24) 
Totale 0,7 ± 0,2 (n=10) 0,65 (0,25) 
BeAI 
Respirable 2 ± 1 (n=14) 1,5(1,1) 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,00deux tailles de particules pour le Be (métal) 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,03deux tailles de particules pour le BeO 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,00deux tailles de particules pour le BeAI 
Valeur de P iv pour le test Kruskal-Wallis entre les 0,00trois natures des particules pour la taille totale ii 
Valeur de P iv pour le test Kruskal-Wallis entre les 0,00trois nature des particules pour la taille respirable iii 
i: Pour le diamètre aérodynamique moyen, se référer au tableau 2.1 
ii: Pour fins de tests statistiques, le groupe 1 est utilisé dans les comparaisons de 
particules de tailles totales 
iii: Pour fins de tests statistiques, le groupe 2 est utilisé dans les comparaisons de 
particules de tailles respirables 
iv: une valeur de P inférieure à 0,05 (95%) correspond à une différence significative 
entre les groupes comparés et inversement une valeur de P supérieure à 0,05 (95%) 
indique qu'il n'y a aucune différence statistique entre les groupes comparés 
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Le poumon est l'organe où le plus de Be a été retrouvé, quelle que soit la taille 
des particules et la nature de ces particules. Aussi, il est donc normal d'y observer 
une quantité très élevée de Bea, qui est difficilement solubilisé dans les fluides 
pulmonaires (Stefaniak et al., 2005). Une différence statistiquement significative a 
été observée entre tous les groupes comparés, ce qui montre que la taille et la 
nature des particules de Be influencent sa distribution au niveau des poumons. Il est 
cependant surprenant d'observer une différence statistiquement significative entre 
les deux groupes de Bea, car les particules y ont la même taille. Cette différence est 
possiblement due au niveau d'exposition des souris (une concentration en Be de 
268 ± 47 I-Jg/m3 pour le groupe 1 et une concentration en Be de 247 ± 29 I-Jg/m3 pour 
le groupe 2). 
3.3.4 Foies des souris exposées 
Le foie est un organe qui remplit plusieurs fonctions métaboliques et régulatrices. 
Il métabolise d'ailleurs plusieurs protéines sanguines (Marieb, 2000). Le tableau 3.17 
présente les résultats obtenus pour la concentration de Be dans les foies de souris 
en fonction de la nature et de la taille des particules de Be. 
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Tableau 3.17 : Concentrations de Be dans les foies de souris en fonction de la 
nature et de la taille des particules de Be 
Concentration médiane 
Nature des Taille des 
Concentration moyenne 
de Be dans les foies 
(intervalle interquartile) de Be 
particules particules i 
(ng/g) dans les foies (ng/g) 
Totale 1 ± 1 (n=30) 0,81 (0,35) 
Be (métal) 
Respirable 3 ± 6 (n=37) 1,64 (0,80) 
Groupe 1 ii 3 ± 4 (n=38) 1,3 (2,9) 
Bea 
Groupe 2 iii 4 ± 5 (n=35) 1,8 (4,5) 
Totale 1 ± 1 (n=31) 0,28 (0,21) 
BeAI 
Respirable 11 ± 34 (n=38) 0,7 (4,2) 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,00deux tailles de particules pour le Be (métal) 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,04deux tailles de particules pour le Bea 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,00deux tailles de particules pour le BeAI 
Valeur de P iv pour le test Kruskal-Wallis entre les 0,00trois nature des particules pour la taille totale ii 
Valeur de P iv pour le test Kruskal-Wallis entre les 0,01trois natures des particules pour la taille respirable iii 
i: Pour le diamètre aérodynamique moyen, se référer au tableau 2.1 
ii: Pour fins de tests statistiques, le groupe 1 est utilisé dans les comparaisons de 
particules de tailles totales 
iii: Pour fins de tests statistiques. le groupe 2 est utilisé dans les comparaisons de 
particules de tailles respirables 
iv: une valeur de P inférieure à 0,05 (95%) correspond à une différence significative 
entre les groupes comparés et inversement une valeur de P supérieure à 0,05 (95%) 
indique qu'il n'y a aucune différence statistique entre les groupes comparés 
Lorsque le test statistique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer les 
tailles de particules de chaque espèce, une différence statistiquement significative a 
été observée pour les trois espèces. Également, lorsque le test statistique de 
Kruskal-Wallis a été utilisé pour comparer la nature des particules pour chaque taille, 
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une différence statistiquement significative a été observée pour les deux tailles. Les 
résultats statistiques obtenus pour ces tests tendent à démontrer que la taille et la 
nature des particules de Be influencent sa distribution au niveau du foie. 
3.3.5 Reins des souris exposées 
Le rein est un organe important dans l'homéostasie en maintenant la 
composition et le volume du sang dans le corps. En plus d'éliminer les substances 
en excès et les déchets, il assure l'équilibre entre les électrolytes et l'eau dans le 
sang (Marieb, 2000). Son importance dans le traitement du sang pourrait le faire 
interagir avec le Be dans le corps. Le tableau 3.18 présente les résultats obtenus 
pour la concentration de Be dans les reins de souris en fonction de la nature et de la 
taille des particules de Be. 
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Tableau 3.18 : Concentrations de Be dans les reins de souris en fonction de la 
nature et de la taille des particules de Be 
Concentration médiane
 
Concentration moyenne
 
Nature des Taille des (intervalle interquartile) de Be
 
de Be dans les reins
 
particules particules i dans les reins
 (ng/g)
 (ng/g)
 
Totale 1 ± 1 (n=30) 0,31 (0,13)
 
Be (métal)
 
Respirable 2 ± 4 (n=37) 0,90 (0,34)
 
Groupe 1 ii 1,3 ± 0,8 (n=38) 1,1 (1,3)
 
BeO
 
Groupe 2 iii 3 ± 4 (n=35) 1,3(1,1)
 
Totale 2 ± 4 (n=31) 0,6 (2,1)
 
BeAI
 
Respirable 18 ± 36 (n=38) 3 (18)
 
~.. 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,00deux tailles de particules pour le Be (métal) 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,06deux tailles de particules pour le BeO
 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les
 0,01deux tailles de particules pour le BeAI
 
Valeur de P iv pour le test Kruskal-Wallis entre les
 0,00trois natures des particules pour la taille totale ii
 
Valeur de P iv pour le test Kruskal-Wallis entre les
 0,01trois nature des particules pour la taille respirable iii 
i: Pour le diamètre aérodynamique moyen, se référer au tableau 2.1 
ii: Pour fins de tests statistiques, le groupe 1 est utilisé dans les comparaisons de 
particules de tailles totales 
iii: Pour fins de tests statistiques, le groupe 2 est utilisé dans les comparaisons de 
particules de tailles respirables 
iv: une valeur de P inférieure à 0,05 (95%) correspond à une différence significative 
entre les groupes comparés et inversement une valeur de P supérieure à 0,05 (95%) 
indique qu'il n'y a aucune différence statistique entre les groupes comparés 
Une différence statistiquement significative a été observée sur tous les groupes 
comparés pour les reins, sauf entre les deux tailles de particules de BeO. Puisqu'il 
n'y a pas d'écart significatif entre le diamètre aérodynamique moyen de ces deux 
tailles (voir tableau 2.1), aucune conclusion quant à la différence au niveau de la 
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taille des particules de BeO ne peut être tirée. Les autres résultats tendent à 
démontrer une différence quant à la distribution du Be dans les reins en fonction de 
la nature et de la taille des particules. 
3.3.6 Rates des souris exposées 
La rate sert à filtrer le sang et le débarrasser de plusieurs débris en détruisant 
les érythrocytes abîmés et renvoie plusieurs produits de cette dégradation vers le 
foie. Elle est également impliquée dans l'immunité du corps (Marieb, 2000). Le 
tableau 3.19 présente les résultats obtenus pour la concentration de Be dans les 
rates de souris en fonction de la nature et de la taille des particules de Be. 
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Tableau 3.19 : Concentrations de Be dans les rates de souris en fonction de la 
nature et de la taille des particules de Be 
Concentration médiane 
Nature des Taille des 
Concentration moyenne 
de Be dans les rates 
(intervalle interquartile) de Be 
particules particules i 
(ng/g) 
dans les rates 
(ng/g) 
Totale 0,9 ± 0,8 (n=12) 0,58 (0,54) 
Be (métal) 
Respirable 2 ± 4 (n=16) 1,18 (0,79) 
Groupe 1 ii 2±2(n=13) 1,6 (4,0) 
BeO 
Groupe 2 iii 6±8(n=11) 2,4 (4,7) 
Totale 0,3 ± 0,2 (n=1 0) 0,15 (0,24) 
BeAI 
Respirable 1 ± 2 (n=14) 0,22 (0,53) 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,01deux tailles de particules pour le Be (métal) 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,25deux tailles de particules pour le BeO 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,88deux tailles de particules pour le BeAI 
Valeur de P iv pour le test Kruskal-Wallis entre les 0,00trois natures des particules pour la taille totale ii 
Valeur de P iv pour le test Kruskal-Wallis entre les 0,00trois nature des particules pour la taille respirable iii 
i: Pour le diamètre aérodynamique moyen, se référer au tableau 2.1 
ii: Pour fins de tests statistiques, le groupe 1 est utilisé dans les comparaisons de 
particules de tailles totales 
iii: Pour fins de tests statistiques, le groupe 2 est utilisé dans les comparaisons de 
particules de tailles respirables 
iv: une valeur de P inférieure à 0,05 (95%) correspond à une différence significative 
entre les groupes comparés et inversement une valeur de P supérieure à 0,05 (95%) 
indique qu'il n'y a aucune différence statistique entre les groupes comparés 
103 
Une différence statistiquement significative a été observée sur tous les groupes 
comparés, sauf entre les deux tailles de particules de BeO et de BeAI. Tel que 
mentionné précédemment, il n'y a pas d'écart significatif entre le diamètre 
aérodynamique moyen des deux tailles de poussières de BeO (voir tableau 2.1), 
aucune conclusion quant à la différence au niveau de la taille des particules de BeO 
ne peut donc être tirée. Également, les concentrations obtenues pour les deux tailles 
de poussières de BeAI sont en majorité situées sous la LOM, le résultat du test 
statistique Mann-Whitney entre les deux tailles de poussières ne devrait donc pas 
être pris en compte. Les autres résultats tendent à démontrer une différence quant à 
la distribution du Be dans les rates. 
3.3.7 Échantillons sanguins des souris exposées 
Le sang sert à transporter plusieurs éléments dans l'organisme, dont l'oxygène, 
les éléments nutritifs, les hormones, les déchets et les molécules impliquées dans 
l'immunité (Marieb, 2000). Le Be est d'ailleurs transporté dans le corps par le sang. Il 
a été démontré dans la littérature que le Be se lie à deux classes de protéines, soit 
les préalbumines et les y-globulines (ASTOR, 2002). L'analyse du sang entier a été 
favorisé face à l'analyse uniquement du sérum, car il n'est pas connu si le Be peut 
se lier aux érythrocytes ou aux fibrogènes, qui ne sont pas présents dans le sérum 
(Krach1er et Irgolic, 1999). Le tableau 3.20 présente les résultats obtenus pour la 
concentration de Be dans les échantillons sanguins de souris en fonction de la 
nature et de la taille des particules de Be. 
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Tableau 3.20 : Concentrations de Be dans les échantillons sanguins de souris en 
fonction de la nature et de la taille des particules de Be 
Concentration médiane 
Nature des 
particules 
Taille des 
particules i 
Concentration moyenne 
de Be dans le sang 
(ng/mL) 
(intervalle interquartile) de Be 
dans le sang 
(ng/mL) 
Totale 0,11 ± 0,04 (n=28) 0,106 (0,030) 
Be (métal) 
Respirable 1 ± 3 (n=36) 0,198 (0,047) 
Groupe 1 ii 0,3 ± 0,7 (n=38) 0,070 (0,082) 
Bea 
Groupe 2 iii 0,4 ± 1,3 (n=35) 0,121 (0,028) 
Totale 2±11 (n=31) 0,070 (0,080) 
BeAI 
Respirable 17 ± 37 (n=37) 1 (12) 
-.­
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,00deux tailles de particules pour le Be (métal) 
Valeur de P iv pour le test Mann-Whitney entre les 0,00deux tailles de particules pour le Bea 
Valeur de P IV pour le test Mann-Whitney entre les 0,00deux tailles de particules pour le BeAI 
Valeur de P iv pour le test Kruskal-Wallis entre les 0,01trois nature des particules pour la taille totale 1/ 
Valeur de P iv pour le test Kruskal-Wallis entre les 0,00trois natures des particules pour la taille respirable iii 
i: Pour le diamètre aérodynamique moyen, se référer au tableau 2.1 
ii: Pour fins de tests statistiques, le groupe 1 est utilisé dans les comparaisons de 
particules de tailles totales 
iii: Pour fins de tests statistiques, le groupe 2 est utilisé dans les comparaisons de 
particules de tailles respirables 
iv: une valeur de P inférieure à 0,05 (95%) correspond à une différence significative 
entre les groupes comparés et inversement une valeur de P supérieure à 0,05 (95%) 
indique qu'il n'y a aucune différence statistique entre les groupes comparés 
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Une différence statistiquement significative a été observée entre tous les 
groupes comparés pour les échantillons sanguins. Cependant, les résultats pour les 
poussières de Be totale, BeAI totale, BeO groupe 1 et 2 sont situés entre la LDM et 
la LQM de leur méthode respective, donc dans une gamme où leur dosage est 
imprécis. 
3.3.8 Discussion sur les résultats biologiques obtenus 
Les deux méthodes développées ont démontré une sensibilité adéquate pour la 
grande majorité des échantillons analysés, démontrant ainsi leur efficacité face aux 
objectifs désirés. Les résultats ont démontré ce qui était attendus dans l'hypothèse 
du projet (Zayed et al, 2004), soit que le taille et la nature des particules de Be a une 
influence sur la distribution du Be dans l'organisme. 
Au niveau de la taille des particules de Be, seulement les particules de Be 
(métal) et de BeAI sont comparés, car il n'y a pas de différence significative entre les 
deux tailles de particules de BeO utilisées. Dans le cas des particules de BeAI, la 
différence entre les deux tailles est petite, mais suffisamment significative pour 
étudier la différence de distribution entre les deux tailles. Dans les échantillons 
biologiques à l'étude pour les souris exposées à Be (métal) et BeAI, une différence 
statistiquement significative pour la distribution du Be a été observée entre les deux 
tailles de particules. Comme règle générale, les particules de plus petites tailles 
étaient en concentration supérieure dans toutes les matrices biologiques. Ceci était 
attendu, car ces particules se rendront plus aisément dans les alvéoles pulmonaires, 
endroit où leur élimination de l'organisme est la plus compliquée et leur entrée dans 
le reste de l'organisme est possible. 
Au niveau de la nature des particules de Be, la comparaison est ardue car les 
particules utilisées n'étaient pas exactement de la même taille entre les différentes 
espèces. Ainsi, la comparaison s'est faite entre les espèces en appariant les tailles 
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les plus rapprochées. Aucune tendance particulière n'a été observèe face à la 
concentration de Be dans les reins et le sang. Cependant, pour les poumons, les 
foies et les rates, la tendance suivante a été observée pour les concentrations 
tissulaires de Be : 
BeAI < Be (métal) < BeO 
La différence observée au niveau de la distribution du Be dans l'organisme est 
en partie due à la capacité des fluides pulmonaires à dissoudre les différentes 
natures de particules. Ainsi, puisque BeO est la moins soluble des espèces 
étudiées, sa rétention au niveau des poumons sera plus importante. Également, 
puisque les particules de BeO utilisées ont un diamètre aérodynamique plus petit 
que celui des particules de Be (métal) et de BeAI utilisées, celles-ci se rendront plus 
facilement dans les alvéoles pulmonaires. 
Les résultats obtenus dans cette section, face à la distribution de Be dans 
l'organisme, seront d'intérêt pour les toxicologues qui devront traiter de manière plus 
approfondie les conséquences de ces différences, car une différence de distribution 
pourrait mener à une différente réponse toxicologique. 
CONCLUSION 
L'objectif principal de l'étude consistait à développer et valider des méthodes 
ayant des limites de détection au niveau d'ultra-trace pour permettre d'analyser la 
faible teneur en Be dans différentes matrices biologiques. Le développement et la 
validation de deux méthodes ont donc été réalisés pour tenir compte de la solubilité 
des espèces de poudre de béryllium utilisées pour l'étude, tout en contrôlant les 
interférences. Une première méthode (méthode A) est utilisée pour les particules de 
béryllium métallique et d'alliage béryllium-aluminium. Une deuxième méthode 
(méthode B) plus complexe traite spécifiquement de l'analyse pour les particules 
d'oxyde de béryllium. Les limites de détection méthodologiques obtenues (- 2 pg/mL 
sans tenir compte du volume de dilution) sont parmi les meilleures de la littérature. 
La validation de la méthode a été effectuée conformément au protocole de l'IRSST 
(IRSST, 2006a) et la réplicabilité (méthode A: - 1 %, méthode B : - 3 %) et la 
répétabilité (méthode A : - 2 %, méthode B : - 3 %) obtenues sont conformes aux 
critères maximaux de 10 % permis. L'incertitude analytique ISO a également été 
calculée et est de 4 % pour la méthode A et de 7 % pour la méthode B. L'exactitude 
des méthodes a été confirmée avec du matériel de référence certifié (méthode A : 88 
%, méthode B: 95 %) et les échantillons digérés peuvent être entreposés sans 
problème durant une période allant jusqu'à 28 jours. 
Pour soutenir la validation des méthodes développées, celles-ci ont été 
appliquées sur des échantillons provenant de souris exposées aux poussières de Be 
(métal), BeAI et BeO. L'application de ces méthodes a permis d'établir les profils de 
distribution du Be dans les différentes matrices biologiques à l'étude (foie, poumon, 
rate, rein, sang). Ces profils ont permis d'établir des différences statistiquement 
significatives pour les différentes espèces de Be et en fonction de la distribution 
granulométrique de ces poussières. 
PERSPECTIVES 
Les méthodes ont été développées et validées pour répondre aux exigences 
spécifiques d'un projet visant à étudier la distribution du Be dans l'organisme en 
fonction de la taille et de la nature des particules (Zayed et aL, 2004). Cependant, 
plusieurs autres applications sont envisageables. 
Premièrement, la validation ayant été effectuée sur du sang humain, les 
méthodes peuvent être directement exploitées dans des études épidémiologiques 
portant sur l'analyse du Be dans du sang provenant de population de travailleurs. 
Cette étude serait très pertinente, car il n'y a eu récemment que très peu 
d'avancement dans le domaine de la surveillance biologique du Be (Apostoli et 
Schaller, 2001) et pourrait apporter des nouveaux indices sur l'exposition des 
travailleurs. Deuxièmement, il est reconnu que le dosage du Be dans les poumons 
de personnes défuntes aide à distinguer entre l'atteinte de bérylliose chronique ou 
de sarcoïdose pulmonaire. Cette distinction ne serait pas évidente sans cette 
analyse (Verma, 2003) et les méthodes développées s'appliquent très bien à cette 
matrice. Les LDM très basses obtenues pourraient aider à distinguer des cas qui 
auparavant n'étaient pas détectés. 
Également, les méthodes sont efficaces pour plusieurs matrices biologiques et 
pourraient, sans trop d'effort, être appliquées à l'analyse du Be dans plusieurs autres 
milieux biologiques ou organiques. 
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Tableau A.3: Suivi des données obtenues pour le dosage des solutions de contrôle
 
de la qualité avec la méthode A lors de l'analyse des échantillons
 
provenant de souris exposées
 
Valeur acceptable (ng/mL) Valeur acceptable pour le 
basse VEI haute VEI VLQ coefficient de détermination (R2) 
Date d'analyse 0,45·0,55 1,35-1,65 0,0085 . 0,0115 > 0,990
 
05/02/2008 0,46 1,39 0,0103 0,99996
 
06/02/2008 0,46 1,38 0,0096 0,99983
 
07/02/2008 série 1 0,46 1,40 0,0100 0,99992
 
07/02/2008 série 2 0,46 1,43 0,0096 0,99996
 
08/02/2008 0,48 1,43 0,0096 0,99993
 
11/02/2008 série 1 0,48 1,44 0,0106 0,99944
 
11/02/2008 série 2 0,48 1,42 0,0091 0,99956
 
11/02/2008 série 3 0,47 1,41 0,0097 0,99905
 
13/02/2008 série 1 0,47 1,42 0,0093 0,99998
 
13/02/2008 série 2 0,47 1,39 0,0094 0,99995
 
14/02/2008 série 1 0,47 1,40 0,0095 0,999998
 
14/02/2008 série 2 0,48 1,39 0,0097 0,99983
 
14/02/2008 série 3 0,47 1,41 0,0097 0,99994
 
14/02/2008 série 4 0,49 1,41 0,0099 0,99996
 
19/02/2008 (série 1 0,48 1,42 0,0096 0,99995
 
19/02/2008 série 2 0,48 1,43 0,0091 0,99999
 
19/02/2008 série 3 0,47 1,40 0,0095 0,99996
 
19/02/2008 série 4 0,47 1,39 0,0100 0,99994
 
20102/2008 (série 1 0,48 1,41 0,0102 0,99998
 
20102/2008 série 2 0,47 1,44 0,0095 0,99991
 
20102/2008 (série 3 0,48 1,42 0,0101 0,99982
 
20102/2008 série 4 0,47 1,41 0,0106 0,99995
 
21/02/2008 série 1 0,47 1,41 0,0086 0,99989
 
21/02/2008 série 2 0,47 1,44 0,0101 0,99974
 
21/02/2008 série 3) 0,47 1,42 0,0097 0,99993
 
21/02/2008 série 4 0,47 1,41 0,0088 0,99994
 
25/02/2008 série 1 0,48 1,44 0,0092 0,99997
 
25/02/2008 série 2 0,47 1,43 0,0097 0,99994
 
25/02/2008 série 3 0,47 1,44 0,0103 0,99998
 
25/02/2008 (série 4 0,47 1,42 0,0088 0,99999
 
26/02/2008 série 1 0,47 1,44 0,0100 0,99994
 
26/02/2008 série 2 0,47 1,42 0,0094 0,99990
 
27/02/2008 série 1 0,47 1,44 0,0090 0,99996
 
27/02/2008 série 2 0,48 1,44 0,0095 0,99997
 
27/02/2008 série 3 0,47 1,41 0,0103 0,99997
 
27/02/2008 (série 4) 0,48 1,43 0,0101 0,99996
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Tableau A.3 (suite) 
Valeur acceptable (ng/mL) Valeur acceptable pour le 
basse VEI haute VEI VLQ coefficient de détermination (R2) 
Date d'analyse 0,45·0,55 1,35 -1,65 0,0085 - 0,0115 > 0,990
 
03/03/2008 série 1 0,48 1,40 0,0096 0,99998
 
03/03/2008 série 2 0,47 1,42 0,0096 0,99996
 
03/03/2008 série 3 0,47 1,41 0,0093 0,99993
 
03/03/2008 (série 4 0,47 1,41 0,0097 0,99993
 
04/03/2008 série 1 0,47 1,42 0,0091 0,99996
 
04/03/2008 série 2 0,48 1,43 0,0096 0,99991
 
04/03/2008 série 3 0,47 1,42 0,0085 0,99998
 
04/03/2008 série 4 0,48 1,42 0,0083 0,99998
 
05/03/2008 série 1 0,48 1,45 0,0088 0,99999
 
05/03/2008 série 2 0,48 1,43 0,0087 0,99992
 
06/03/2008 série 1 0,47 1,43 0,0089 0,99991
 
06/03/2008 série 2 0,48 1,43 0,0088 0,99999
 
10103/2008 série 1 0,47 1,42 0,0095 0,99995
 
10103/2008 série 2 0,47 1,41 0,0088 0,99995
 
11/03/2008 série 1 0,48 1,44 0,0091 0,99996
 
11/03/2008 série 2 0,48 1,41 0,0095 0,99998
 
12/03/2008 série 1 0,47 1,42 0,0090 0,99999
 
12/03/2008 série 2 0,48 1,41 0,0095 0,99998
 
13/03/2008 série 1 0,47 1,44 0,0098 0,99993
 
13/03/2008 série 2 0,48 1,41 0,0101 0,99995
 
25/03/2008 série 1 0,47 1,42 0,0090 0,99995
 
26/03/2008 série 1 0,48 1,40 0,0090 0,99993
 
26/03/2008 série 2 0,47 1,43 0,0088 0,99998
 
27/03/2008 série 1 0,47 1,39 0,0097 0,99999
 
27/03/2008 série 2 0,47 1,41 0,0090 0,99998
 
31/03/2008 série 1 0,47 1,41 0,0098 0,99998
 
31/03/2008 série 2 0,47 1,41 0,0097 0,99997
 
31/03/2008 série 3 0,48 1,42 0,0088 0,99983
 
31/03/2008 série 4 0,47 1,43 0,0102 0,99984
 
01/04/2008 série 1 0,48 1,41 0,0092 0,99994
 
01/04/2008 série 2 0,47 1,41 0,0092 0,99998
 
01/04/2008 série 3 0,48 1,40 0,0088 0,99984
 
01/04/2008 série 4 0,48 1,42 0,0098 0,99996
 
02/04/2008 série 1 0,47 1,42 0,0094 0,99999
 
02/04/2008 série 2 0,48 1,42 0,0102 0,99997
 
02/04/2008 série 3 0,48 1,42 0,0099 0,99983
 
02/04/2008 série 4 Erreur 1,41 0,0094 0,99995
 
03/04/2008 (série 1) 0,48 1,44 0,0097 0,99996
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Tableau A.4: Suivi des données obtenues pour le dosage des solutions de contrôle
 
de la qualité avec la méthode B lors de l'analyse des échantillons
 
provenant de souris exposées
 
Va'ieur acceptable (ng/mL) Valeur acceptable pour le 
basse VEI haute VEI VLQ coefficient de détermination (R2) 
Date d'analyse 0,45·0,55 1,35 -1,65 0,0085 - 0,0115 > 0,990
 
03/12/2007 0,46 1,45 0,0087 0,99950
 
05/12/2007 0,47 1,45 0,0088 0,99989
 
07/12/2007 0,50 1,49 0,0112 0,99981
 
10/12/2007 0,47 1,45 0,0092 0,99986
 
12/12/2007 0,52 1,55 0,0110 0,99993
 
13/12/2007 0,48 1,47 0,0090 0,99998
 
14/12/2007 0,49 1,47 0,0104 0,99985
 
17/12/2007 0,49 1,46 0,0111 0,99987
 
18/12/2007 0,51 1,48 0,0102 0,99990
 
10/01/2008 0,48 1,46 erreur 0,99985
 
11/01/2008 0,46 1,41 0,0106 0,99977
 
14/01/2008 0,47 1,45 0,0113 0,99993
 
15/01/2008 0,48 1,45 0,0112 0,99989
 
17/01/2008 0,48 1,46 0,0114 0,99997
 
18/01/2008 0,47 1,44 0,0114 0,99994
 
21/01/2008 0,48 1,43 0,0101 0,99998
 
22/01/2008 0,47 1,42 0,0113 0,99998
 
23/01/2008 0,47 1,41 0,0112 0,99994
 
25/01/2008 0,47 1,43 0,0101 0,99989
 
28/01/2008 0,47 1,43 0,0106 0,99989
 
29/01/2008 0,48 1,43 0,0114 0,99964
 
30/01/2008 0,49 1,45 erreur 0,99994
 
31/01/2008 0,49 1,43 0,0112 0,99990
 
01/02/2008 0,48 1,42 0,0102 0,99995
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